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A transferência de minicírculos de kDNA de Trypanosoma cruzi para o 
genoma do hospedeiro tem repercussão na biologia evolutiva e na medicina. A este 
respeito, a integração de minicírculos de kDNA em vários loci do genoma de aves e 
mamíferos implica em modificações genotípicas que estariam associadas com a 
patogênese da doença de Chagas. Nesse estudo, tal associação foi comprovada no 
modelo Gallus gallus, refratário ao T. cruzi. A inoculação de formas tripomastigotas 
do T. cruzi via orifício sobre a bolha de ar do ovo fértil de aves congênicas de Praga 
resultou na eclosão de pintos sem a infecção ativa, mas o kDNA do protozoário ficou 
retido no genoma. A reprodução das aves adultas kDNA-positivas gerou progênies 
com as mutações. O mapeamento dos sítios de integração dos minicírculos de 
kDNA feitos com a técnica tpTAIL-PCR revelou as mutações quimeras em múltiplos 
loci em vários cromossomos de células germinativas, no sêmen e nos ovócitos das 
aves. As integrações de kDNA ocorreram em loci preferenciais (hotspots), tais como 
genes constitutivos e do metabolismo celular, e em elementos transponíveis. A 
hipervariabilidade da sequência de nucleotídeos dos minicírculos explica a imensa 
diversidade das mutações de parentais e de progênies, porque gametas com 
integrações de kDNA diferentes geraram progênies com mutações diferentes no 
mesmo locus do genoma. Este tipo de herança não-Mendeliana favorece a 
diversidade genética e contribui para a especiação. A mobilização dos minicírculos e 
a recombinação das quimeras em outros sítios secundários do genoma também foi 
documentada. A topologia das integrações do kDNA foi analisada nas quimeras 
formadas nos genes da distrofina (NW_001471534.2) e da enzima málica 
(NW_003763650.1). Verificou-se que na maioria desses casos a região variável da 
sequência era diferente ou se achava recombinada. Especificamente, o estudo 
sugere que as integrações frequentes do kDNA do T. cruzi nos genes da distrofina e 
da enzima málica, modificando a fisiologia celular, podem ter um papel na 
patogênese da doença.  
 
Palavras-chave: Gallus gallus, Trypanosoma cruzi, transferência gênica horizontal, 
transferência gênica vertical, kDNA, herança das mutações, distrofina, enzima 




The transfer of the Trypanosoma cruzi kDNA minicircle sequences to the 
host’s genome is considered important to the evolutionary biology and medicine. It 
has been hypothesized that the integration of the minicircle sequences induces the 
host´s genotype modifications that may be associated with the pathogenesis of 
Chagas disease.  In this study, the  Gallus gallus chicken model system refractory to 
the T. cruzi infections  was used. The inoculation of T. cruzi trypomastigotes through 
small orifice on the egg shell above the air chamber generated infection-free chicks, 
which retained the protozoan kDNA minicircle in the genome. The vertical transfer of 
the kDNA mutations was obtained by breeding kDNA-positive aves. The kDNA 
chimeras were documented by the tpTAIL-PCR, and the minicircle integrations were  
shown in several loci of germ line cells. The minicircle sequences integrated at 
several hotspots in coding regions and in transposable elements. The highly diverse  
minicircle sequences may explain the unlimited differences in the chimeras 
documented in parental and progeny. The gametes harboring diverse kDNA 
chimeras translated progeny with different patterns of mutation at single locus. This 
non-Mendelian heritage favors the unbridled diversity that contributes to speciation. 
The minicircle mobilization and chimera recombination was also documented. The 
topology of the kDNA mutations were examined in the dystrophin (NW_001471534.2) 
and in the malic enzyme (NW_003763650.1) genes.  In these hotspots, the 
differences among the minicircle variable regions may be the result of hitchhiking and 
recombination at the secondary site. This study suggests that multiple kDNA 
integrations in the dystrophin and in the malic enzyme genes, introducing 
modification in the cell physiology, may be associated to the pathogenesis of Chagas 
disease.   
 
Key words: Gallus gallus, Trypanosoma cruzi, horizontal gene transfer, vertical gene 
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1) A Doença de Chagas 
 
A doença de Chagas, ou Tripanosomíase Americana, foi descrita pela 
primeira vez em 1909, pelo médico Carlos Chagas. Seu trabalho identificou o inseto 
vetor (Hemiptera: Triatominae), o protozoário Trypanosoma cruzi (agente etiológico), 
e seus principais sintomas (Chagas, 1909). Ela foi reconhecida pela Organização 
Mundial de Saúde como uma das 13 doenças tropicais mais negligenciadas do 
mundo (Rassi Jr e cols, 2010). A ocorrência da doença acontece principalmente na 
América Latina, mas o aparecimento de infectados em regiões não endêmicas, 
como América do Norte e Europa, tem crescido nas últimas décadas (Tanowitz e 
cols 2011; Coura e Viñas, 2010) (Figura 1). O número de infectados em 2009, 
segundo a Organização Mundial de Saúde, era de 10 milhões (WHO, 2010). 
Aproximadamente 100 milhões de pessoas têm o risco de adquirir a infecção (Biolo 
e cols, 2010). Em 2001, 14 mil mortes foram atribuídas à infecção por T. cruzi 














1.1) Formas de transmissão 
A transmissão primária do T. cruzi é feita pela contaminação do hospedeiro 
com fezes de triatomíneos das espécies Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, 
Panstrongylus megistus  e várias outras que têm hábitos hematófagos (Barrett e 
Figura 1. Rotas migratórias da América Latina e número estimado de infectados em 
cada país (Retirado de Coura e Viñas, 2010) !
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cols, 2003). Outras formas conhecidas de transmissão incluem a ingestão de 
alimentos contaminados (Yoshida, 2008), transfusão de sangue (Wendel, 2010) e 
transplante de órgãos contaminados (Ferraz e Figueiredo, 1993; Kun e cols, 2009). 
A infecção também pode ser adquirida congenitamente da mãe para o feto (Bisio e 
cols, 2011), e, ocasionalmente, por acidentes na manipulação do parasito, como em 
hospitais e laboratórios de pesquisa (Herwaldt, 2001). 
 
1.2) Manifestações Clínicas 
As manifestações clínicas da doença são divididas em fase aguda e crônica, 
formas indeterminada ou sintomática. A fase aguda caracteriza-se por uma alta 
parasitemia, sendo na maioria dos casos, assintomática. Mas os casos agudos 
sintomáticos (5%) cursam com febre, diarréia, dores musculares, sonolência, 
distúrbios respiratórios e cianose (Teixeira e cols, 2006). Nos casos sintomáticos 
podem ser encontradas lesões de porta de entrada do T. cruzi no hospedeiro 
(chagoma de inoculação ou sinal de Romaña), quando a transmissão é vetorial 
(Figura 2). Os casos agudos graves podem apresentar miocardite, 
hepatoesplenomegalia, adenopatia generalizada e edema (Coura e Borges-Pereira, 
2010).  
Após a fase aguda, a doença evolui para a fase crônica, quando a 
parasitemia torna-se subpatente, sendo rara a detecção de ninhos de amastigotas 
no coração. A infecção crônica, na ausência de manifestação clínica, é sugerida pela 
presença de anticorpos anti T. cruzi (Bonney e Engman, 2008). Cerca de 70 a 85% 
dos infectados permanecem com a infecção crônica sem manifestação clínica 
(Barrett e cols, 2003). Os 15 a 30% restantes desenvolvem a forma cardíaca e/ou 
digestiva da doença, algumas décadas após a infecção inicial (Figura 2). Na 
cardiomiopatia chagásica o coração aumenta de tamanho e surgem as arritmias e os 
bloqueios atrioventriculares, tromboembolismo e a miocardipatia que antecipa a  
insuficiência cardíaca, considerada a forma mais grave de manifestação da doença 
(Coura e Borges-Pereira, 2010; Rassi Jr e cols, 2012). A forma digestiva da doença 
está associada à miosite e à destruição dos neurônios dos plexos mioentéricos, 



























Na fase aguda, o diagnóstico pode ser feito diretamente pela detecção de 
parasitos em esfregaços de sangue, em lâminas coradas com Giemsa (Teixeira e 
cols 2006, Machado e cols, 2012). Rotineiramente também são feitos testes 
sorológicos para detecção de imunoglobulina M, o anticorpo da fase aguda (Teixeira 
e cols, 2006). No entanto, o teste com IgM só é útil nos dois primeiros meses da 
infecção, e, a partir de então, a presença do T. cruzi é sugerida pelo anticorpo da 
classe IgG. O cultivo de amostras de sangue em meio de cultura também é usado, 
mas sua aplicação clínica esbarra na demora (usualmente semanas ou meses) para 
se obter os resultados (Machado e cols, 2012).  
Os testes sorológicos que detectam IgG anti-T. cruzi são rotineiramente 
empregados para identificar os portadores da infecção crônica. Hemaglutinação 
indireta, imunofluorescência indireta e ELISA são exames com taxas elevadas de 
Figura 2. Curso de evolução da parasitemia do T. cruzi no hospedeiro mamífero. Note a 
diferença do nível da parasitemia nas fases aguda e crônica. Na fase inicial é comum 
detectar formas tripomastigotas no sangue (A) e ninhos de amastigotas nos tecidos  (B). 
O sinal de Romaña (C) pode aparecer nesta fase, indicando a porta de entrada do T.cruzi 
pela transmissão vetorial. A fase crônica, quando sintomática, pode apresentar 
cardiomegalia (D) e/ou megaesôfago e megacólon (E). (Adaptado de Neves, 2005. 
Figuras: Barrett e cols, 2003 e Tanowitz, 2009) !
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especificidade e sensibilidade (Barrett e cols, 2003; Teixeira e cols, 2006). No 
entanto, podem ocorrer reações cruzadas com outros patógenos, por exemplo 
Leishmania sp, Plasmodium sp, Mycobacterium tuberculosis, etc. (Teixeira e cols, 
2006).  
A técnica de reação de polimerase em cadeia (PCR) é muito sensível, e tem 
sido utilizada para diagnosticar casos crônicos associados a imunodeficiência 
(Machado e cols, 2012). Esta técnica requer padronização correta e manutenção do 
controle de qualidade do teste. Essas dificuldades e o alto custo limitam a 
generalização dos testes de PCR para o diagnóstico, exceto em laboratórios 
especializados (Teixeira e cols, 2006; Schijman, 2011).   
 
1.4) Tratamento 
O tratamento da doença de Chagas envolve uma terapia específica para o 
parasito juntamente com tratamentos que visem uma melhora na sintomatologia 
(Machado e cols, 2012). Não existem tratamentos profiláticos nem vacina 
(Salamanca-Dejour e cols, 2012).  
  As drogas tripanocidas nitroderivadas, que receberam nome comercial de 
nifurtimox e benzonidazol, são utilizadas para o tratamento das infecções 
chagásicas desde as décadas de 1960 e 1970, respectivamente (Barrett e cols, 
2003). Os efeitos colaterais destes agentes quimioterápicos incluem reações 
colaterais adversas: anorexia, perda de peso, desconforto abdominal, náusea, 
vômitos, leucopenia, neuropatias periféricas, e outras (Bern, 2011). Estas drogas 
diminuem a parasitemia e podem até diminuir sintomas da infecção aguda, mas 
não erradicam o T. cruzi; a infecção crônica persiste e o paciente tratado pode ter 
a doença de Chagas (Cuervo e cols, 2010; Teixeira e cols, 2006). Estudo 
aprofundado sobre a biologia e metabolismo do protozoário é necessário para 
criar novas possibilidades de identificação de drogas efetivas para o tratamento 







2) O Trypanosoma cruzi 
 
 O agente etiológico da doença de Chagas é o protozoário hemoflagelado 
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) da ordem Kinetoplastida, cuja característica 
principal é a única mitocôndria, rica em DNA, denominada cinetoplasto (Fidalgo e 
Gille, 2011; Teixeira e cols, 2011b). O T. cruzi apresenta diferentes formas 
evolutivas ao longo de seu ciclo de vida em hospedeiros invertebrado e 
vertebrado. No hospedeiro invertebrado, a forma replicativa é a epimastigota 
extracelular, cujo cinetoplasto se posiciona anteriormente ao núcleo, com o  
flagelo livre emergindo da região anterior (Figura 3A). No hospedeiro vertebrado, 
a forma replicativa é a amastigota intracelular, de formato arredondado e flagelo 
bem reduzido (Figura 3B) (Neves, 2003; Teixeira D. e cols, 2011).  
As formas tripomastigotas infectantes não são replicativas. O cinetoplasto 
está localizado na região posterior do corpo celular, de onde emerge o flagelo, 
que se torna livre na extremidade anterior (Figura 3C) . Os tripomastigotas ficam 
livres no intestino posterior do hospedeiro invertebrado (metacíclicos) e no 
sangue de vertebrados mamíferos (Neves, 2003; Teixeira D. e cols, 2011). 
Figura 3. Formas evolutivas de T. cruzi definidas pela posição do flagelo e  corpo  basal do 
cinetoplasto. (A) Epimastigota extracelular replicativa no intestino do inseto-vetor; (B) 
Amastigota intracelular replicativa no hospedeiro vertebrado; (C) Tripomastigota. (Adaptado de 
Docampo e cols, 2005). !
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2.1) Ciclo de Vida 
O ciclo biológico do T. cruzi é heteroxênico com um estágio de vida no 
hospedeiro vertebrado e outro no hospedeiro invertebrado (Neves, 2003). O 
triatomíneo ingere formas tripomastigotas ao se alimentar do sangue de 
hospedeiros infectados (Figura 4). No intestino médio do inseto, as formas 
tripomastigotas se transformam em epimastigotas e dividem-se por fissão binária. 
No intestino posterior e reto, as epimastigotas diferenciam-se em tripomastigotas 
metacíclicos que são eliminados nas fezes do inseto, após o repasto sanguíneo 
(Machado, 2012; Rassi Jr, 2010).  
O mamífero se infecta quando as fezes contaminadas com o parasito 
entram em contato com a mucosa oral, nasal, ou conjuntiva, ou ainda pelo orifício 
produzido pelo ferrão do inseto na pele durante a picada. Uma vez no interior do 
hospedeiro, a tripomastigota entra na célula hospedeira e se diferencia em 
amastigota, iniciando ciclo de replicação intracelular. Amastigotas diferenciam-se 
em tripomastigotas, e rompem a célula hospedeira, sendo liberadas no meio 
externo. Na corrente sanguínea, as tripomastigotas infectam outras células-alvo. 
Qualquer célula nucleada de mamífero pode ser parasitada, particularmente  
células do sistema reticuloendotelial, tecidos adiposo, muscular liso e estriado, 
células endoteliais e células do sistema nervoso central e periférico. As 
tripomastigotas livres no sangue são ingeridas pelo inseto triatomíneo, fazendo o 
T. cruzi circular na natureza (Neves, 2003; Machado, 2012).  
Centenas de espécies de mamíferos, pertencentes as ordens Artiodactyla, 
Carnivora, Chiroptera, Didelphimorphia, Perissodactyla, Primates, Rodentia e 
Xenarhra, servem como reservatório natural do T. cruzi. O indivíduo pode adquirir 
a infecção ao ser picado por barbeiros que, anteriormente, fizeram repasto de 






























2.2) Cinetoplasto e kDNA 
 A única mitocôndria em tripanosomatídeos tem estrutura peculiar quando 
comparada com àquela de organismos multicelulares. Dependendo do ambiente e 
dos recursos nutricionais disponíveis, a mitocôndria ocupa até 12% do volume 
celular. O DNA mitocondrial está contido numa estrutura incomum, conhecida como 
cinetoplasto, que, no T. cruzi, possui uma estrutura lamelar, quase em espiral. Este 
DNA é conhecido como kDNA. A posição do cinetoplasto relativamente ao núcleo 
varia dependendo do estágio de diferenciação. Mas geralmente se localiza perto do 
corpúsculo basal, ao qual está fisicamente ligado por um conjunto de filamentos 
(Fidalgo e cols, 2011; Souza e cols, 2009; Teixeira e cols, 2011b).  
Figura 4. Ciclo de vida simplificado do T. cruzi. O inseto vetor (em azul) ingere 
formas tripomastigotas (D) de animais ou pessoas contaminados (região verde). As 
formas tripomastigotas diferenciam-se em epimastigotas (A) e replicam. No 
intestino posterior do barbeiro ocorre diferenciação para tripomastigota metacíclica 
(B), principal forma infectante. No interior do hospedeiro vertebrado, o T. cruzi 
diferencia-se em amastigotas intracelulares (C), que replicam nos tecidos. Os 
amastigotas diferenciam-se novamente em tripomastigotas (D), que vão para a 
corrente sanguínea. Essas tripomastigotas invadem células hospedeiras e 
diferenciam as amastigotas, ou ainda podem ser ingeridas por um inseto vetor 
durante o repasto sanguíneo.  
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O kDNA do T. cruzi alcança até 30% do DNA total da célula (Fidalgo e cols, 
2011; Souza e cols, 2009), incluindo duas classes de moléculas circulares de 
tamanhos diferentes, conhecidas como maxicírculos e minicírculos. Existe cerca de 
50 cópias de maxicírculos, com um tamanho entre 20 e 40 kb, e cerca de 15000 
cópias de minicírculos, com um tamanho médio de 1,4 kb. Os maxicírculos são 
estruturalmente e funcionalmente análogos ao DNA mitocondrial de eucariotos 
superiores, e codificam RNAr e subunidades dos complexos respiratórios citocromo 
b, citocromo oxidase, adenosina trifosfato sintase, e unidades da NADH 
dehidrogenase (Fidalgo e cols, 2011; Souza e cols, 2009; Teixeira e cols, 2011b). 
Os minicírculos codificam RNAs guias (gRNAs) que modificam os transcritos 
do maxicírculo por meio de inserção ou deleção de uridina, num processo conhecido 
como editoração de RNA (Souza e cols, 2009; Teixeira e cols, 2011b). O minicírculo 
é composto de quatro regiões conservadas e quatro hipervariáveis, interespaçadas 
(Figura 5A). A região conservada possui blocos (CSB1, CSB2, CSB3) de sequências 
ricas em citosina e adenina (CA-rich), que são funcionalmente associadas ao sítio de 
origem de replicação, transcrição, recombinação, e de mediação da transferência de 
kDNA ao genoma do hospedeiro. A amplificação da região variável dos minicírculos 
geram fragmentos com cerca de 330 pb, enquanto que a amplificação da região 
conservada geram fragmentos de 120 pb (Teixeira e cols, 2011b; Junqueira  e cols, 
2005; Shapiro e Englund, 1995). Interessantemente, blocos CA-rich também são 
encontrados na região variável dos minicírculos.  
Os minicírculos e os maxicírculos estão organizados no cinetoplasto de forma 
concatenada, formando uma rede (Figura 5B e 5D). A decatenação da rede pode ser 
feita pela enzima topoisomerase II, pela qual os maxicírculos e minicírculos podem 
ser linearizados (Figura 5C). In vivo, a rede permanece compactada na matriz 




A replicação do kDNA ocorre durante período próximo à fase S da replicação 
celular, e depende do conjunto de proteínas que são agregadas ao disco de kDNA 
no início da divisão e desagregadas quando o ciclo se completa. Como o anel de 
DNA está interligado a outros anéis, para que eles possam se replicar é necessária 
a liberação dos minicírculos da rede pela atividade da topoisomerase II. A 
decatenação é feita gradativamente e durante a fase S centenas de minicírculos 
liberados iniciam a replicação. Os minicírculos recém-sintetizados ficam ligados à 
rede também pela mediação da topoisomerase II. A duplicação de minicírculos é 
interrompida quando se completa a rede. Isto significa que cada unidade é replicada 
uma só vez (Liu e cols, 2005; Shapiro e Englund, 1995). 
 
Figura 5. DNA do cinetoplasto (kDNA).  A) Esquema onde as quatro regiões conservadas do 
minicírculo de kDNA de T. cruzi aparece na cor azul escuro e as quatro regiões variáveis em 
azul claro. B) Micrografia eletrônica de uma rede intacta de kDNA de Crithidia fasciculata, 
onde são vistas alças de minicírculos, e maxicírculos em longos fios (seta). C) Rede 
decatenada pela topoisomerase II, mostrando minicírculos isolados e único maxicírculo (seta). 
D) Esquema com segmento da rede de kDNA de C. Fasciculata, onde os minicírculos estão 
dispostos num plano topologicamente ligado em três unidades. E) Idem, de segmento do 
disco do cinetoplasto, onde in vivo cada minicírculo situa-se perpendicularmente ao plano. 
(Adaptado de Liu e cols, 2005 e Shapiro e Englund, 1995) !
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3) A patogenia da doença de Chagas 
 
 Os mecanismos patogênicos da doença de Chagas ainda não foram 
completamente elucidados, pois o assunto é controverso. Ao longo dos anos, foram 
propostas explicações para o dano cardíaco e de outros tecidos em pacientes 
chagásicos, entre elas a  persistência do parasito e a autoimunidade (Teixeira e cols, 
2006). Durante a cardiomiopatia da fase crônica, observa-se hipertrofia das fibras do 
miocárdio e dilatação das cavidades, com formação de trombos, fibrose e 
afinamento do ápice do ventrículo esquerdo (Coura e Borges-Pereira, 2010). Nas 
lesões é comum encontrar uma grande quantidade de células do sistema imune no 
tecido cardíaco, principalmente linfócitos T CD4+ e T CD8+ (Rassi Jr e cols, 2010). 
O infiltrado imunológico pode ser visto como resposta contra o parasito. Tal resposta 
certamente depende da genética do hospedeiro, visto que alguns desenvolvem a 
doença, outros não (Bonney e Engman, 2008; Gutierrez e cols, 2009; Teixeira e 
cols, 2011b). 
 
3.1) Persistência do Parasito 
 A teoria da persistência do parasito, descrita inicialmente em 1911 por Gaspar 
Vianna (Coura e Borges-Pereira, 2010), sugere que o parasito tem papel ativo na 
indução da patologia, à medida que promove ruptura mecânica das células 
parasitadas e o desenvolvimento da doença (Tarleton e Zhang, 1999; Gutierrez e 
cols, 2009). A inflamação crônica seria um mecanismo de reparo para diminuir o 
dano produzido pelo parasito, ao romper a célula hospedeira (Torres, 1930).  
Um obstáculo para a aceitação desta teoria é o fato de o processo 
inflamatório raramente ocorrer em proximidade física com os ninhos de amastigotas 
no tecido lesado (Bonney e Engman, 2008). Os defensores da teoria da persistência, 
no entanto, afirmam que apesar do parasito raramente ser encontrado pelas 
técnicas histológicas, a presença tem sido detectada com técnicas mais sensíveis, 
tais como PCR ou imunohistoquímica (Gutierrez, 1999, Junqueira e cols, 2010). 
Todavia, a necessidade de técnicas muito sensíveis demonstra a escassez de 






 A ausência de ninhos de amastigotas nas regiões do infiltrado inflamatório 
durante a fase crônica, a presença de células auto-reativas e autoanticorpos, e a 
interação citotóxica entre linfócitos sensibilizados com T. cruzi e células cardíacas 
alogênicas não parasitadas são os elementos que levaram à validação da teoria da 
autoimunidade da doença de Chagas (Santos-Buch e Teixeira, 1974; Teixeira e cols, 
2006; Bonney e Engman, 2008).  
 A teoria da autoimunidade foi levada ao conhecimento quando se demonstrou 
que linfócitos de coelhos infectados com T. cruzi reagem contra fibras cardíacas 
saudáveis de fetos de coelho não-infectado (Santos-Buch e Teixeira, 1974). Desde 
então, inúmeras pesquisas sobre autoimunidade revelam outros possíveis 
mecanismos de destruição do coração na doença de Chagas experimental.  
 Ainda não se sabe exatamente quando a autoimunidade se inicia na doença. 
Uma possibilidade é ela ser induzida logo no contato inicial com o parasito, durante 
a fase aguda. Anticorpos contra miosina, actina e laminina podem ser detectados na 
fase aguda da doença (Leon e Engman, 2001). No entanto, como 95% dos 
pacientes na fase aguda são assintomáticos, é possível que a autoimunidade se 
desdobre mais tardiamente, durante a fase crônica, ou ainda há a possibilidade de 
que, durante a fase aguda, a autoimunidade seja subclínica, e que, só depois na 
fase crônica ela possua um potencial patogênico (Teixeira e cols, 2011b). É possível 
que uma inflamação crônica persistente seja necessária para a estimulação e 
expansão de células auto-reativas, ao superar o limiar do dano cardíaco ou produzir 
um ambiente inflamatório adequado (Leon e Engman, 2000).  
 Vários estudos sugerem que o mecanismo de autoimunidade na doença de 
Chagas seria desencadeado por antígenos de reação cruzada. Isto significa que 
poucos aminoácidos numa protéina (epítopo) do coração teria a mesma 
configuração em outra proteína no T. cruzi. Então, ao reagir contra o antígeno do 
parasito, os linfócitos imunes destruiriam também aquele epítopo cardíaco. Diversos 
antígenos do T. cruzi têm sido apontados como possíveis indutores de uma resposta 
específica contra proteínas de mamíferos (Bonney e Engman, 2008). É o caso da 
proteína B13 do protozoário, dos antígenos Cha, cruzipaína e calreticulina, que 
podem levar a uma reação cruzada contra a miosina, e outras proteínas do 
hospedeiro (Teixeira e cols, 2011b).  
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 Adicionalmente ao  mimetismo molecular, pode ocorrer ativação policlonal, 
ativação de células bystander, e disseminação do epítopo para potenciar a reação. A 
ativação policlonal levaria à patologia ao estimular uma proliferação intensa de 
linfócitos auto-reativos não deletados no timo. Vários antígenos de T. cruzi podem 
estimular a proliferação de células T e B sem que haja especificidade para os 
antígenos indutores (Bonney e Engman, 2008). O mecanismo de ativação bystander 
afirma que o próprio ambiente inflamatório (rico em citocinas, óxido nítrico e 
quimiocinas) induz a ativação de linfócitos autoreativos, e que a miocitólise libera 
proteínas da célula hospedeira, expondo auto-antígenos (Leon e Engman, 2001; 
Bonney e Engman, 2008).  
 O epítopo críptico é aquele antígeno que normalmente não é apresentado às 
células imunes na vigência da tolerância central e periférica. Durante a infecção por 
T. cruzi, os antígenos crípticos são apresentados, e isso leva a ativação de linfócitos 
quando ocorre a ruptura da tolerância, gerando a autoimunidade (Leon e Engman, 
2001; Bonney e Engman, 2008). Por fim, a disseminação do epítopo sugere que o 
auto-antígeno que leva a autoimunidade pode não ser o mesmo auto-antígeno 
envolvido no desenvolvimento da doença. A autoimunidade contra um epítopo pode 
causar dano tecidual, pela liberação de outros auto-antígenos, inclusive os que se 
forma de novo pela atividade de enzimas proteolíticas (Bonney e Engman, 2008). 
 Embora esses mecanismos tenham sido propostos e existam inúmeras 
evidências para explicá-los, ainda não se tem comprovado o que levaria exatamente 
à ativação dos linfócitos autoreativos e à destruição das fibras cardíacas.  Que  
autoanticorpos são formados,  não se questiona, mas são necessários muitos 
estudos para se afirmar que são significativos na patogênese (Tarleton e Zhang, 
1999; Lescure e cols, 2010; Teixeira e cols, 2011b).  
 Muitas questões ficam sem respostas, e uma hipótese para explicar a origem 
da autoimunidade na doença de Chagas sugere que sua patogênese está 
relacionada às mutações resultantes de transferência horizontal de DNA do parasito 







3.2.1) O papel do kDNA 
 A possibilidade de trocas genéticas entre o parasito e o hospedeiro foi 
sugerida, inicialmente, pelas técnicas de citogenética e hibridização in situ, quando 
foi possível detectar a presença de minicírculos de kDNA de T.cruzi no genoma de 
células do hospedeiro (Teixeira e cols, 1991; Teixeira e cols, 1994). Em seguida as 
técnicas PCR com primers específicos e Southern blot e hibridização com sonda de 
kDNA mostraram a aquisição do kDNA do parasito em humanos e em modelos 
animais (Simões-Barbosa, 1999; Teixeira e cols, 2006; Hecht e cols, 2010; Teixeira 
e cols, 2011a; Teixeira e cols, 2011b).  
 Os estudos mostraram que o kDNA possui um sítio preferencial de integração 
no genoma de humanos, que é o elemento retrotransponível LINE-1 (Hecht e cols, 
2010). A adaptação da técnica de TAIL-PCR (Liu e Whittier, 1995), utilizando-se 
primers específicos (chamada de tpTAIL-PCR), seguida de sequenciamento, 
permitiu obter várias sequências quimeras hospedeiro-kDNA (Hecht e cols, 2010), 
como mostra a Figura 6.  
  
Acredita-se que a integração do DNA exógeno pode ter um papel na 
patogênese da doença. A investigação em linhagem de macrófagos evidenciou que 
a integração de kDNA pode alterar sua expressão gênica (Simões-Barbosa, 1999). 
Ademais, foram encontrados integrações de kDNA em loci específicos que codificam 
Figura 6. Fragmentos truncados de minicírculos na cópia de LINE-1 do cromossomo Y. A 
região conservada (azul escuro) seguida de região variável truncada (azul claro) aparece nos 
flancos do LINE 1 (verde) do clone C. Retirado de Hecht e cols, 2010. 
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proteínas com funções importantes, tais como genes que codificam MHC de classe 
1 (Hecht e cols, 2010), e também foram detectados knockouts putativos de genes 
em casos com manifestação evidente da doença. Por exemplo, os genes PARP-1 
(poliADP-ribose polimerase 1), CLEC5 (codificador de lectina tipo C ou domínio 
semelhante a lectina tipo C – CTL/CTLD), proteina quinase C, e outros (Hecht e 
cols, 2010) tiveram ruptura das fases de leitura aberta (ORFs). Diante da evidência, 
foi postulado que cada locus afetado pela integração de kDNA adquire uma 
importância patofisiológica distinta. A transferência lateral de kDNA poderia portanto 
desencadear a patologia autoimune (Teixeira e cols, 2011b).   
Foi proposto então que a autoimunidade na doença de Chagas poderia 
acontecer pelos seguintes intermediários: i) acumulação gradual de sequências de 
kDNA integradas nas células somáticas; ii) ruptura de ORFs de genes importantes 
na regulação do crescimento e diferenciação celular; iii) alteração dos genes das 
respostas imunes. Em consequência, o dano cardíaco produzido pelos infiltrados 
linfocíticos e lise das células alvo parece depender da proliferação clonal de 
linfócitos que aderem e rejeitam células cardíacas. De interesse, a inexistência de 
anticorpos contra antígenos de transcritos quimeras sugeriu que a patogênese da 
autoimunidade na doença de Chagas seja antígeno-independente (Teixeira e cols, 
2011b). 
Um grande avanço no estudo do efeito destas integrações foi a utilização de 
de um modelo refratário ao T. cruzi, eliminando-se de uma vez a possibilidade de 
uma infecção críptica. Desta forma, foi possível descartar a presença do parasito na 
patogênese da doença de Chagas, visto que aves com mutação de kDNA adquiridas 
na fase embrionária adquirem sintomas cardíacos semelhantes aos do chagásico 
humano (Teixeira e cols, 2011a).  
 
4) A transferência gênica horizontal (TGH) 
Transferência gênica horizontal é a passagem e incorporação de material 
genético de uma espécie em outra (Andersson, 2009). Este fenômeno é um 
importante fator na evolução do genoma, por meio do qual foi possível criar 
quimeras genômicas (Andersson, 2009; Thomas, e cols, 2010). A aquisição lateral 
de genes pode representar vantagem adaptativa. Os genes adquiridos podem 
conferir novas funções metabólicas. Um exemplo é a presença da enzima glicosil 
hidrolase, que degrada celulose, presente tanto em fungos como em bactérias que 
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colonizam o rúmen. Esta vantagem teria sido decorrente da transferência do gene 
da glicosil hidrolase para indivíduos de espécies filogeneticamente distantes que 
compartilham o mesmo nicho ecológico. Outro exemplo é a respiração anaeróbica 
dos cinetoplastidas, que teria adquirido o gene da dihidroorotato dehidrogenase de 
procariotos, e isto teria feito com que a enzima se tornasse independente da 
membrana mitocondrial (Andersson, 2009). Há muito tempo o pensamento dos 
cientistas tentam explicar seus achados de genes redundantes em espécies 
diferentes pela evolução convergente. A TGH possivelmente é um dos mecanismos 
que explicam este fenômeno (Wallau e cols, 2012). 
As primeiras evidências de TGH foram encontradas no genoma de 
procariotos, e tais eventos têm sido estudados com certa frequência. De fato, a 
maioria das bactérias realizam trocas de DNA entre si (Alberts e cols, 2004; Gilbert e 
cols, 2010b). Muitos casos de transferência gênica horizontal de procariotos para 
eucariotos já foram descritos, mas ainda existem poucos casos na literatura de TGH 
entre eucariotos, especialmente os multicelulares (Keeling e Palmer, 2008). Em 
Fungi, foram detectadas trocas de DNA entre membros do reino. Acredita-se que 
transferências de DNA de eucarioto para eucarioto foram até aqui subestimadas, e 
que os procedimentos de rastreamento dessas transferências privilegiaram os 
procariotos (Andersson, 2009).  
Por algum tempo, a TGH em eucariotos era considerada inexistente ou então 
um evento raro, tendo sido demostrada apenas no caso de genes (Thomas e cols, 
2010; Wallau e cols, 2012). No entanto, surgem cada vez mais evidências que um 
tipo particular de transferência horizontal, a mediada por elementos transponíveis, é 
um processo muito difundido entre os eucariotos (Thomas e cols, 2010).  
A maior parte do genoma dos organismos multicelulares é constituída de DNA 
sem função gênica, em grande parte proveniente da atividade replicativa de 
elementos transponíveis (Gilbert e cols, 2010b). Os elementos transponíveis são 
segmentos de material genético capazes de se mobilizar e de replicar no genoma do 
hospedeiro, via diversos mecanismos. Sua mobilidade e multiplicação são a base de 
vários processos de plasticidade gênomica, representando uma abundante fonte de 
variação e inovação genética. E essa capacidade inerente de replicar e integrar no 
genoma permite que os elementos transponíveis sejam sítios privilegiados para 
eventos de TGH (Gilbert e cols, 2010b; Thomas e cols, 2010). Tal atividade tem sido 
proposta como uma parte essencial do ciclo de vida de alguns transposons, por 
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permitir que o elemento “DNA parasita” colonize novos genomas, onde tem a 
persistência assegurada pelos mecanismos intrínsecos de replicação (Thomas e 
cols, 2010; Wallau, 2012).  
A forma como o elemento transponível atravessa barreiras celulares para se 
integrar em outro genoma ainda não está completamente elucidada. Provavelmente, 
as relações parasita-hospedeiro podem facilitar a transferência horizontal (Gilbert e 
cols, 2010b), e a incorporação de DNA pode ocorrer via fagocitose ou transdução 
viral (Andersson, 2009). Existem evidências de que elementos transponíveis de 
diferentes vertebrados estão presentes no genoma do inseto hematófago 
transmissor da doença de Chagas, Rhodnius prolixus, sugerindo uma troca de DNA 
entre estes animais, de maneira direta, ou por meio de intermediários virais ou 
tripanossomas (Gilbert e cols, 2010a; Gilbert e cols, 2010b). Já foi detectado 
também elemento transponível OC1 (OposCharlie1) capaz de infiltrar nas células 
germinativas de diversos mamíferos (Gilbert e cols, 2010a). O próprio DNA 
mitocondrial (kDNA) do T. cruzi  já foi encontrado em hospedeiros, como dito 
anteriormente (Hecht e cols, 2010). 
Alguns autores propõem que a propensão a uma transferência horizontal 
depende do mecanismo de replicação dos transposons (Thomas e cols, 2010). 
Mesmo assim, a bibliografia apresenta exemplos de TGH que envolvem os 
principais tipos de elementos transponíveis (Gilbert e cols, 2010b).  
Os elementos transponíveis podem ser classificados com base no seu 
mecanismo de locomoção no genoma. Se eles se movem via um intermediário de 
RNA são classificados como de classe 1, e se eles se movem via um intermediário 
de DNA, são classificados como de classe 2 (Thomas e cols, 2010). Os de classe 2 
são o mais antigo grupo de transposons presente em todos os reinos. São divididos 
em duas subclasses: a primeira são aqueles chamados “corta e cola” e a segunda 
compreende transposons circulares, chamados Helitrons, e transposons que se 
auto-sintetizam, chamados Maverick ou Polintons (Thomas MC e cols, 2010). Ainda 
não foram identificados transposons de DNA ativos no genoma de mamíferos 
(Goodier e Kazazian, 2008). A maioria dos transposons exógenos em mamíferos 
codificam uma enzima transposase que facilita a inserção no sítio específico 
(Thomas MC e cols, 2010). 
Os elementos transponíveis de classe 1 necessitam da transcrição reversa de 
um RNA intermediário para inserir o DNA complementar em um novo sítio do 
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genoma, movimento conhecido como “copia e cola”. São por isso também 
chamados de retrotransposons (Goodier e Kazazian, 2008; Thomas MC e cols, 
2010). 
 
4.1) Os retrotransposons 
Os eucariotos possuem mais genes de transcriptase reversa do que genes 
para qualquer outra proteína codante (Finnegan, 2012). Os elementos que contem 
esses genes de transcriptase reversa são chamados de retrotransposons. Eles 
podem ser divididos em dois tipos principais, de acordo com a estrutura da 
sequência de DNA e mecanismo de transposição: os “semelhantes a vírus”, com 
longas repetições terminais (LTR); e os retrotransposons “não retrovirais”, ou não-
LTR (Alberts e cols, 2002; Goodier e Kazazian, 2008). Os retrotransposons podem 
ser autônomos, ou seja, promover sua própria replicação, e não autônomos, que são 
aqueles que não possuem proteínas replicativas, logo dependem de um elemento 
autônomo para se propagar (Goodier e Kazazian, 2008). 
Os retrotransposons LTR, além das extremidades repetitivas, possuem em 
sua estrutura pelo menos duas fases de leitura aberta (ORFs), que codificam 
proteínas semelhantes às proteínas gag e pol dos retrovírus, cujos produtos formam 
o “núcleo” do vírion, com duas cópias do RNA genômico associadas com 
transcriptase reversa, RNAseH, integrase e RNA transportador pareado que irá ser o 
primer para a transcrição reversa. Alguns retrotransposons LTR possuem uma outra 
fase de leitura aberta que possui um gene semelhante ao env viral, compondo um 
envelope formado pela membrana celular e proteínas codificadas Alguns autores 
afirmam que elementos que possuem o gene env (presentes em alguns parasitas 
como Ascaris lumbricoides e Schistosoma mansoni) são capazes de entrar na célula 
do hospedeiro (Thomas MC, 2010; Finnegan, 2012).   
A transcrição dos retrotransposons LTR começa em uma extremidade 
repetitiva e termina na outra. O RNAm é levado ao citoplasma onde ocorre sua 
tradução e a formação de uma partícula semelhante à vírus. Por meio da 
transcriptase reversa, o RNA é convertido em DNA, formando uma dupla fita com 
extremidades LTR. Com a ajuda das proteínas virais, ele chega ao núcleo e é 
integrado ao sítio alvo pela enzima integrase (Thomas MC, 2010; Finnegan, 2012).   
Os retrotransposons não-LTR, como o próprio nome diz, não possuem longas 
regiões repetitivas nas extremidades de suas sequências. Mas estes elementos são 
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flanqueados por duplicações diretas de 5 a 20 nucleotídeos em sua extensão 
(Thomas MC, 2010). Os dois maiores grupos de retrotransposons não-LTR  em 
mamíferos são os LINEs (elementos repetitivos longos) e os SINEs (elementos 
repetitivos curtos). Os LINEs possuem em sua estrutura duas fases de leitura aberta 
(ORFs): a primeira codifica uma proteína ligante ao RNA e a segunda codifica uma 
nuclease, uma transcriptase reversa e, em alguns casos, um domínio RNAse H. Em 
sua extremidade 3’, é possível distinguir uma cauda poli-A (Goodier e Kazazian, 
2008; Finnegan, 2012). Os SINEs também possuem uma extremidade poli-A, mas 
não podem promover sua própria replicação, sendo portanto não autônomos. 
Possuem em sua estrutura um promotor para a RNA polimerase III, e sua região 
central podem conter sequências altamente variáveis (Thomas MC, 2010; Finnegan, 
2012).  
Estudos demonstram que a retrotransposição de elementos LINE1 ocorre em 
sua maioria durante o desenvolvimento embriológico, e apenas uma pequena 
porção ocorre em células germinativas e é herdável (Kano e cols, 2009). 
O mecanismo de replicação dos  retrotransposons não-LTR, em especial dos 
LINEs, envolve a transcrição de sua sequência, e o RNA resultante é o intermediário 
da transposição que codifica as proteínas requeridas. Em geral, o sítio preferencial 
de integração no genoma é rico em A/T. A cauda poli-A do RNA proveniente do 
LINE se liga às timidinas da fita do DNA cromossomal por microhomologia, que foi 
cortado por uma nuclease. A transcriptase reversa inicia assim a síntese de DNA, e 
a segunda fita é feita a partir da outra extremidade do cromossomo cortado. 
Enzimas de reparo finalizam a integração (Finnegan, 2012; Kajikawa e cols, 2012). A 
Figura 7 representa o mecanismo de integração de LINE.  
É possível deduzir qual o mecanismo de integração a partir das 
características estruturais das sequências dos LINEs. A posição onde a segunda fita 
de DNA é quebrada para se obter a integração definirá o tipo de alteração no sítio 
alvo. Por exemplo, se a clivagem da segunda fita ocorre a jusante da clivagem da 
primeira fita, tem-se uma duplicação do sítio alvo. Se a clivagem ocorre no mesmo 
sítio para ambas as fitas, tem-se uma junção de extremidade cega, e se ocorrer a 
montante, surge um sítio alvo truncado (Kajikawa e cols, 2012). Estes mecanismos 
de junção estão resumidos na Figura 8. Tendo isto como base, Kajikawa e cols 
(2012) demonstram ser possível deduzir o mecanismo de integração observando-se 


















Figura 7. Mecanismo de integração de LINE. (1) O RNA intermediário da transposição 
(marrom), junto com a transcriptase reversa e uma nuclease associa-se a uma região do cromossomo 
(preto) rica em A/T. A nuclease provoca uma quebra de simples fita adjacente a uma série de 
timidinas, (2) e isso permite o pareamento da cauda poli-A do RNA à fita de DNA quebrada. (3) A 
transcriptase reversa sintetiza uma fita de DNA (azul). (4) A nuclease faz uma quebra na fita 
cromossomal oposta, alguns nucleotídeos de distância. (5) O RNA molde é removido pela RNAse H, 
(6) permitindo a síntese da segunda fita de DNA. (7) Enzimas do sistema de reparo completam a 



























Retrotransposons têm contribuído para a evolução de genomas de formas 
que vão muito além de simplesmente aumentar o tamanho do genoma. Eles 
inativam genes inserindo-se neles, mudam a expressão gênica ao separar um gene 
de uma sequência regulatória, altera os produtos gênicos ao alterar o padrão de 
splicing do RNA, permite um rearranjo genômico de alta escala por atuar como sítio 




Figura 8. Esquema das alterações no sítio alvo mediante integração de LINE no DNA 
hospedeiro. A) Se a clivagem da segunda fita ocorrer a jusante da primeira, as 
extremidades da dupla fita terá uma saliência 3’, levando a uma duplicação do sítio 
alvo. B) Se a clivagem ocorrer no mesmo sítio da primeira fita, será gerado uma ponta 
cega, e o resultado será uma junção de extremidade cega. C) Se a segunda fita for 
clivada a montante da primeira, a extremidade terá uma saliência 5’, resultando num 
sítio alvo truncado (Adaptado de Kajikawa e cols, 2012).  
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5) A transferência gênica vertical (TGV) 
 A transferência gênica vertical é a base para o darwinismo clássico, ou seja, a 
transmissão de caracteres por meio da hereditariedade gera descendentes 
modificados e evolução (Darwin, 1859). A hereditariedade implica que a informação 
adquirida é de uma geração a outra (Thaler, 2009). Hoje se sabe que o genoma dos 
eucariotos não é formado apenas de caracteres herdados, mas é uma combinação 
da transmissão vertical (de pai para filho) e lateral (trans-espécie), como descrito no 
tópico anterior (Katz, 2002).  
 Quando se fala em herança, existem pesquisadores que têm pensado em 
algo além da simples transmissão de informação genética. Enquanto a TGH 
transfere apenas DNA, a herança vertical implica em transmissão de DNA cuja 
funcionalidade depende de regulação pelas proteinas do citoplasma em 
conformidade com a estrutura das sequências. Alguns cientistas afirmam que a 
viabilidade e a função de alguns cromossomos vai diferir dependendo do tipo 
filogenético de citoplasma em que estão inseridos. Esta hipótese limita a capacidade 
de qualquer sequência de DNA reprogramar uma célula por inteiro, ou seja, a 
informação terá resultados diferentes em sistemas diferentes, por ter diferentes 
matérias-primas (Thaler, 2009). Em organismos separados, cada gene está livre 
para desenvolver funções bioquímicas diferentes. A abrangência da função de um 
gene pode expandir para a inclusão de atividades adicionais ou de função de outro 
gene quando tais funções forem críticas para o organismo (Gogarten e cols, 2002). 
 Toda variação fenotípica para ter uma influência na evolução dos organismos 
precisa ser herdável (Griffiths e cols, 2000). Muitas mutações têm a tendência de 
reduzir a capacidade do indivíduo em gerar descendentes, dessa forma, genes 
prejudiciais tendem a ser eliminados da população e apenas os variantes mais 
favoráveis permanecem (Mossey, 1999).  
Além disso, mutações genéticas só são transmitidas para a geração seguinte 
se contidas na linhagem de células germinativas (Strachan e cols, 1999). Mutações 
que ocorrem após a fertilização só irão afetar uma determinada proporção de células 
do indivíduo, levando ao mosaicismo. Se estas mutações ocorrerem em células 
somáticas, a progênie do indivíduo não ficará comprometida. Mutações em células 
somáticas podem trazer risco ao portador, provocando uma proliferação 
descontrolada de células mutantes, levando a um câncer, ou que ocorrendo em um 
estágio inicial de desenvolvimento do embrião produza alterações nas células 
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mutadas, que podem ou não ser incompatíveis com a sobrevivência (Mossey, 1999; 
Strachan e cols, 1999). Mutações somáticas em indivíduos adultos também podem 
levar ao aparecimento de doença autoimune (Goodnow, 2007) 
 A variação genética pode ser observada em dois níveis diferentes. As 
características genéticas mais simples, que são aquelas cujo genótipo é expresso 
em um único locus, em geral, adquirem um padrão mendeliano de herança, e as 
frequências gênicas podem ser estimadas. Nesses casos, é possível detectar mais 
facilmente caracteres dominantes e recessivos (Mossey, 1999; Strachan e cols, 
1999). Existem também características que são descritas como não mendelianas. 
Estas em geral dependem de vários loci genéticos, da penetrância dos genes 
envolvidos nos diferentes indivíduos, da epigenética e da condição ambiental.  
Também pode ocorrer herança não mendeliana como resultado de uma nova 
mutação, por mosaicismo nas gônadas no parental (Heyningen e Yeyati, 2004).  
 A penetrância refere-se à frequência com que a pessoa manifesta a 
característica presente em seu genótipo. Muitas vezes uma característica dominante 
não é expressa em um indivíduo ou em uma população. As características 
genéticas, para serem manifestas, dependem de uma série de fatores, entre eles o 
background genético, o ambiente, estilo de vida, e, em alguns casos, a idade. 
(Strachan e cols, 1999). 
É necessário salientar que nem todas as características fenotípicas são 
definidas por sequências codantes (Strachan e cols, 1999). A distrofia muscular 
fascio-scapulo-humoral, por exemplo, está associada a pequenas deleções na 
região microssatélite no cromossomo 4q35. Alguns autores afirmam que a mutação 
nesta região pode modificar a regulação dos genes próximos, levando a uma 
cascata de desregulações em diferentes estágios do desenvolvimento muscular 
(Broucqsault e cols, 2013). 
 É possível também ocorrer variações genéticas substanciais sem nenhuma 
alteração morfológica. São os chamados caracteres canalizados, que apresentam 
diferentes genótipos para um mesmo fenótipo em uma variedade de ambientes 
comuns para as espécies. As diferenças genéticas só são reveladas se os 
organismos forem colocados em um ambiente estressante, ou se uma mutação 
pressionar o desenvolvimento (Griffiths e cols, 2000). 
Nem sempre fenótipos iguais correspondem a genótipos iguais. Muitas 
características são resultados de uma via complexa, e uma falha em qualquer ponto 
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desta via pode gerar um fenótipo alterado. Características assim possuem 
heterogeneidade de locus. Isso é claro quando pais com alguma característica 
recessiva têm filhos fenotipicamente normais, como no exemplo da surdez 
congênita. Este evento é chamado de complementação, e ocorre porque os pais 
carregam mutações em loci diferentes. (Strachan e cols, 1999).  
 Além da heterogeneidade de locus, mutações diferentes em um mesmo locus 
podem causar diferentes fenótipos. Essa diferença pode ser de grau: existem 
mutações que apenas inativam parcialmente um gene, levando a um fenótipo, 
enquanto mutações que inativam completamente o mesmo gene produzem outro 
fenótipo. Por exemplo, mutações parciais no gene da distrofina levam à distrofia 
muscular de Becker, enquanto a completa inativação deste gene leva à forma mais 
severa de distrofia muscular de Duchenne (Strachan e cols, 1999). 
   
6) O modelo Gallus gallus 
Um excelente modelo para o estudo do efeito da integração de kDNA no 
genoma do hospedeiro é o modelo de aves. As aves são naturalmente resistentes à 
infecção por Trypanosoma cruzi (Dias, 1944), devido à destruição dos 
tripomastigotas pelo sistema complemento (Kierszenbaum e cols, 1976; Brener, 
1980). 
 No estágio embrionário inicial, as aves são susceptíveis à infecção (Brener, 
1973; Kierszenbaum e cols, 1976), mas eliminam o parasito num estágio mais tardio, 
precisamente após o oitavo dia do estágio embrionário (Teixeira e cols, 2006; 
Teixeira e cols, 2011a). Desta forma, aves cujos ovos foram inoculados com cepas 
de T. cruzi nasceram sem o parasito mas com a mutação de kDNA, e isto foi 
confirmado por meio de PCR com primers específicos para o DNA nuclear do T. 
cruzi (indicando infecção ativa) e primers específicos para kDNA (sugerindo 
integração). Estas aves desenvolveram, após adultas, cardiomegalia e miocardite 
inflamatória semelhantes às encontradas no humano (Teixeira e cols, 2011a; 
Teixeira e cols, 2011b). O genoma destas aves foi submetido também à técnica de 
tp-TAIL-PCR, e foram obtidas sequências quimeras kDNA-hospedeiro, 
comprovando-se a transferência lateral de kDNA (Teixeira e cols, 2011a).  
As aves kDNA mutadas foram acasaladas, e sua progênie também 
apresentou mutações de kDNA e infiltrado inflamatório no coração (Teixeira e cols, 
2011a). Este achado leva a necessidade de uma análise da herança destas 
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mutações. Um estudo inicial utilizando-se ovário e esperma já demonstrou a 
presença destas integrações no genoma das células germinativas (Nitz e cols, 2004; 
Teixeira e cols, 2011a). 
 
 
6.1) O Genoma de Gallus gallus 
 O genoma da galinha é relativamente pequeno, correspondendo a um terço 
do genoma de um mamífero, e tem 11% do total composto de regiões repetitivas, 
contrapondo-se a 40-50% de elementos repetitivos em mamíferos (Burt, 2005). 
Essas regiões repetitivas incluem repetições curtas em tandem (teloméricas e 
centroméricas) assim como numerosas famílias de repetições interespaçadas que 
são comumente derivadas de elementos transponíveis (Wicker e cols, 2011). 
 As aves possuem uma grande variedade no tamanho de seus cromossomos. 
A fêmea é o sexo heterogamético, com uma cópia dos cromossomos Z e W. O 
macho possui duas cópias do cromossomo Z. O cromossomo W das aves possui 
similaridades superficiais com o cromossomo Y de mamíferos, mas o Z não reflete o 
X de mamíferos. Não existe dosagem compensatória dos genes do cromossomo Z, 
ao contrário do que ocorre no X (Clinton, 1998).  Além dos cromossomos sexuais, as 
galinhas possuem 38 pares de autossomos. Destes, 5 são macrocromossomos, 5 
são intermediários, e 28 são microcromossomos (International Chicken Genome 
Sequencing Consortium - ICGSC, 2004; Burt, 2005). 
 A taxa de crossing-over dos cromossomos das galinhas é maior que nos 
humanos, sendo mais alta nos microcromossomos. Isto faz da galinha um modelo 
ideal para o estudo de genetic linkage (Burt, 2005).  
 A densidade de genes é mais alta nos microcromossomos, ou seja, os 
macrocromossomos são mais ricos em regiões intergênicas e elementos repetitivos. 
Os microcromossomos também são mais susceptíveis a mutações na linhagem 
germinativa (Burt, 2005).  
 
6.1.1) Retrotransposons de G. gallus 
 Os elementos transponíveis mais abundantes no genoma da galinha são os 
retrotransposons não-LTR da família CR1, correspondendo a mais de 80% de todas 
as regiões repetitivas do genoma  (ICGSC, 2004; Wicker e cols, 2011). Ainda não foi 
encontrado nenhum SINE ativo no genoma destas aves. (ICGSC, 2004) 
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O elemento CR1 completo tem aproximadamente 4,5 kb e contém uma região 
5’UTR, duas ORFs e uma região 3’UTR, rica em G (Ver Figura 9) (John e Quinn, 
2008; Wicker e cols, 2011). Aproximadamente 0,6% das cópias de CR1 são 
truncadas na extremidade 5’, o que caracteriza o notável sucesso de CR1 no 
genoma da galinha, já que sequências próximas à extremidade 5’ são necessárias 
para a retrotransposição (International Chicken Genome Sequencing Consortium, 
2004). 
Os LINES de mamíferos são mais promíscuos e capazes de retrotranspor 
mais RNAm que os elementos interespaçados de aves (Burt, 2005). Isto pode ser 
explicado pela alta especificidade da transcriptase reversa do elemento CR1 




6.2) O Sistema imunológico de Gallus gallus 
 Embora o sistema imunológico de aves compartilhe algumas similaridades 
com os sistemas de outras espécies, ele também tem muitas diferenças, em termos 
de genes, moléculas, células, órgãos e mecanismos funcionais. Desta forma, 
extrapolar para aves o modelo imunológico de mamíferos pode prejudicar a 
qualidade do entendimento das relações parasito-hospedeiro, dentre outras, se esta 
extrapolação for feita sem a crítica essencial (Kaiser, 2010).   
Comparada com mamíferos, as galinhas têm diferentes repertórios de 
receptores semelhantes a Toll, defensinas, citocinas, quimiocinas, anticorpos e 
Figura 9. Representação gráfica do retrotransposon não-LTR CR1. As duas ORFs (ORF 1 e 
ORF2) codificam proteínas necessárias para a retrotransposição. A região 5’ UTR e 3’ UTR 
flanqueiam as duas ORFs. Adjacente a 3’UTR está a repetição do octâmero (TTCTGTGA)N 
(Retirado de John e Quinn, 2008). 
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outras moléculas. As aves não possuem eosinófilos funcionais, e o equivalente 
funcional do neutrófilo é o heterófilo (Kaiser, 2010). 
Os macrófagos estão presentes nas aves e são formados na medula óssea. 
Os monócitos entram na corrente sanguínea onde constituem o maior componente 
fagocítico da galinha. Nos tecidos, os monócitos se diferenciam em macrófagos. 
Estas células têm um papel importante tanto na imunidade inata quanto na 
adquirida, como célula apresentadora de antígenos (Qureshi, 2003). Estudos 
indicam a presença de células NK em galinhas, mas ainda não se tem evidências 
concretas da sua real importância no combate de patógenos (Rogers e cols, 2008). 
O sistema complemento é o componente-chefe da imunidade inata, e tem o 
papel importante na defesa contra microorganismos patogênicos, ao opsonizar e 
induzir uma resposta inflamatória. O componente chave para o sistema 
complemento é o fator C3, que é ativado via clivagem proteolítica. As aves, como os 
mamíferos, também apresentam uma via clássica, uma via dependente de lectina e 
uma via alternativa, mas há algumas diferenças nas moléculas envolvidas (Juul-
Madsen e cols, 2008). O sistema complemento tem um papel na resistência das 
galinhas à infecção por T. cruzi (Kierszenbaum, 1976). 
As aves não possuem linfonodos, mas têm um órgão linfático primário, 
chamado Bursa de Fabricius, que é o sítio de desenvolvimento do repertório de 
células B (Kaiser, 2010). A bursa, após o amadurecimento sexual da ave, tende a 
involuir. Estudos mostram que, apesar de o microambiente bursal ser essencial para 
o amadurecimento de linfócitos B, existem outros sítios alternativos onde células B 
podem se desenvolver, porém com um repertório celular mais restrito (Jalkanen e 
cols, 1984; Mansikka e cols, 1990). Existem imunoglobulinas de aves que são 
homólogas às imunoglobulinas de mamíferos, como IgM, IgG (também conhecida 
como IgY em aves) e IgA, com algumas diferenças estruturais entre os dois grupos, 
o que pode levar a diferenças funcionais na resposta imune (Lundgvist, 2006).  
 O controle da resposta imune celular ocorre no timo, que é essencial para o 
amadurecimento das células T. Sabe-se que os linfócitos T são capazes de 
expressar vários marcadores de superfície homólogos aos mamíferos, como CT2, 
CT1, CT5, CT4 e CT8. CT4, como nos mamíferos, tem função de auxiliar, e CT8 tem 
atividade citotóxica (Sharma, 1991). As galinhas possuem receptores de células T 
(TCRs) !" e #$ como os mamíferos (Vainio e Imhof, 1995). Já foram caracterizadas 
! 27 
células CD4+CD25+ com propriedades T reguladoras supressivas em galinhas 
(Shanmugasundaram e Selvaraj, 2011). 
 
6.3) Células germinativas, reprodução e embriologia 
 
As células germinativas são o link entre gerações, por produzirem gametas 
que propagam informação genética dos pais para a progênie. As células 
germinativas primordiais (PGCs) são o único tipo celular do embrião capaz de 
transmitir informação genética para a geração seguinte. Em aves, as PGCs usam a 
circulação sanguínea para se transportar para a futura região gonadal, onde migram 
através da veia dorsal mesentérica e são coletadas na crista germinal (Nakamura e 
cols, 2013).  
Vários estudos têm tentado explicar o desenvolvimento das gônadas nas 
aves. Sabe-se que mecanismo de determinação do sexo em galinhas é claramente 
cromossomal (Clinton, 1998). O sexo seria determinado em cada célula do corpo, 
independentemente de sinalização hormonal (Chue e Smith, 2011). As gônadas 
tendem a aparecer no dia 3,5 do estágio embrionário, e o começo de sua 
diferenciação só é evidente histologicamente no dia 6,5 (Smith e Sinclair, 2004). 
Em aves, é notável uma assimetria nas gônadas em formação. As galinhas 
possuem apenas o ovário esquerdo totalmente desenvolvido, e em galos, o testículo 
esquerdo é levemente maior que o direito (Clinton, 1998). PGCs geneticamente 
masculinas se diferenciam em espermatogônias no 13o dia de incubação, e entram 
numa fase de repouso. Somente após 10 semanas depois de sair do ovo é que a 
espermatogônia recomeça seu processo de divisão celular e diferenciação. As 
células germinativas masculinas só atingem um nível substancial de proliferação 
após a maturidade sexual, que é quando começa a espermatogênese, levando ao 
desenvolvimento de esperma maduro (Nakamura e cols, 2013). 
No sexo feminino as PGCs começam a diferenciação dos ovócitos primários 
no ovário esquerdo após 8 dias de incubação. O óvocito primário só retoma a 
primeira divisão meiótica algumas horas antes da ovulação. A segunda divisão 
meiótica ocorre imediatamente depois, mas pára na fase de metáfase até a ovulação 
ocorrer. O óvulo é capturado no infundíbulo do oviduto onde a fertilização ocorre. Em 
aves, a fertilização é polispérmica, e muitos núcleos de espermatozoides são 
! 28 
encontrados na membrana vitelínica, mas apenas um espermatozoide irá fertilizar o 
ovo (Nakamura e cols, 2013). 
Após a fertilização, a primeira divisão meiótica ocorre nas próximas 3h a 5h.  
As divisões mitóticas do blastodisco começam a ocorrer ainda no corpo da galinha, 
onde recebe a deposição da casca. Durante a postura, o blastoderma já possui 
algumas camadas celulares de espessura. Após a postura do ovo, o embrião não irá 
se desenvolver até ser incubado numa temperatura adequada (Fasenko, 2007). 
Devido à fácil manipulação, os embriões de galinha são comumente usados 
para a manipulação de genes e transgenia, ou seja, a inserção de material genético 



































1. Objetivo geral  
Evidenciar a ocorrência de transmissão vertical (via células germinativas), 
herança e fixação dos minicírculos de kDNA do Trypanosoma cruzi em 
gerações de aves refratárias à infecção. 
 
2. Objetivos específicos: 
- Caracterizar quais os sítios de integração de kDNA nas células 
germinativas de G. gallus:  
a) em espermatozoides;  
b) em óvocitos (não fertilizados) com até 0.5 mm de diâmetro.  
 
-  Demonstrar a herança e fixação das mutações de kDNA mediante 
mapeamento das principais mutações em regiões codificadoras do genoma 


























1) Modelo Animal 
Aves congênicas de Praga (Gallus gallus) foi o modelo utilizado neste 
trabalho. Os ovos dessas aves foram doados pelo Instituto de Genética Molecular da 
Academia de Ciências de Praga, República Tcheca. Esta pesquisa foi devidamente 
submetida e aprovada pelo Comitê de Ética do Uso Animal (CEUA), do Instituto de 
Ciências Biológicas da Universidade de Brasília. As aves foram mantidas no biotério 
da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília, onde havia o controle de luz, 
com ventilação e temperatura adequados, ou em galinheiros no lado externo ao 
Laboratório Multidisciplinar de Pesquisa em Doença de Chagas. 
 
1.1) Amostragem 
Este trabalho utilizou o material genético das células germinativas de 33 aves 
pertencentes a três famílias. As células somáticas das aves destas famílias foram 
utilizadas num estudo prévio (Guimaro, 2012). O heredograma das famílias das aves 
do estudo está ilustrado na Figura 10. 
 
1.2) Inoculação de tripomastigotas do Trypanosoma cruzi nos ovos férteis 
As formas tripomastigotas, crescidas em cultura de células musculares L6 
(DMEM, pH 7,2; soro fetal bovino a 10%, 100 IU/ml de penicilina, 100 µg/ml de 
estreptomicina e 250 mM de L-glutamina) foram inoculadas através de um pequeno 
orifício de aproximadamente 1 mm de diâmetro na bolha de ar do ovo. 
Aproximadamente 100 formas tripomastigotas (contadas em câmara de 
Newbauer) foram inoculadas e o orifício foi selado. Os ovos foram incubados a    
37,5 oC por 3 semanas, com umidade a 65%. Após 19 dias, os ovos foram 










































Figura 10. Heredogramas da Família 1 (A), 2 (B) e 3 (C). Branco: ave proveniente 
de ovo não infectado com T. cruzi. As aves utilizadas no estudo estão realçadas de 
preto. Em cinza tem-se aves com células somáticas kDNA-positivas, mas que não 
foram usadas neste estudo. 
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1.3)    Cruzamento de aves 
Os pintos que ecolodiram dos ovos inoculados com T. cruzi e dos ovos sem 
infecção cresceram até a idade adulta e, ao alcançar a maturidade sexual aos 8 
meses de idade, foram inseminados artificialmente. O galo com as pernas puxadas 
para a frente era massageado sobre o dorso para eliminar o esperma que era 
colhido em tubo e usado para inseminação no canal do magnum evertido da fêmea. 
Os ovos dessas galinhas inseminadas geraram a progênie F1 e, seguindo o mesmo 
procedimento, foram obtidas as progênies F2 e F3 (Figura 10).  
 
2) Extração de DNA 
2.1) Do esperma 
 Ao esperma colhido foi acrescentado meio DMEM sem soro fetal bovino,     
pH 7,4, na proporção de 1: 2. A suspensão foi incubada a 37 oC (5% CO2) por 30 
min. O sobrenadante contendo gametas, colhido e sedimentado por centrifugação, 
foi usado para extração do DNA com solução fenol: clorofórmio: álcool isoamílico 
(proporção 25: 24: 1), e com clorofórmio: álcool isoamílico (24: 1), conforme descrito 
por Sambrook e Russel (2001). 
 
2.2) Do ovário 
Os ovócitos foram colhidos das aves que faleceram naturalmente ou que 
foram eutanasiadas. Os ovócitos não férteis (<5mm) foram macerados e suspensos 
em 10 V de tampão de extração com proteinase K (100 µg/mL), a 37 oC por 12 h. A 
extração de DNA foi feita pelo método de Sambrook e Russel, 2001). Após 
precipitação em álcool 100%, lavagem em álcool 70% e secagem, o DNA foi 
suspenso em TE 8,0 contendo RNAse. As amostras foram guardadas  a -20 oC. 
 
2.3) T. cruzi 
O DNA do T. cruzi foi extraído de formas epimastigotas crescidas em meio 
LIT, colhidas por centrifugação a 1500 x g por 15 min. O sedimento foi lavado com 
TBS (Tris-HCl pH 7,2; 0,5 NaCl), ressuspenso em tampão de lise (na concentração 
de 5 x 107 células/mL), e incubado a 37 oC. Após 1 h de incubação, adicionou-se 
proteinase K (100 µg/mL), e deixou incubado por mais 12 h. Depois deste período, 
foram feitas extrações com clorofane e com clorofil. Precipitou-se o DNA com 2,5 V 
de etanol 100 % gelado e com 0,1 V de acetato de sódio 3M pH 4,7. O sedimento 
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obtido foi lavado duas vezes com etanol 70 % gelado e, após secagem, ressuspenso 
em tampão TE. O DNA total de T. cruzi foi guardado a -20 °C. 
  
2.4) kDNA de T. cruzi 
A extração de kDNA foi feita conforme descrito em Pérez-Morga e Englund 
(1993), utilizando-se solução tampão NET-100 (10 mM de Tris-HCl pH 8,0; 100mM 
de EDTA pH 8,0; 100 mM de NaCl),  SDS 10 %, seguida por suspensão com NET-
100 e sacarose a 20%. Após centrifugação o sedimento de epimastigotas foi 
ressuspenso em água destilada, e o lisado foi submetido a extração com clorofane e 
clorofil, precipitado com 2,5 V de etanol 100 % gelado e 0,1 V de acetato de sódio 3 
M, pH 8,0. O kDNA então foi lavado duas vezes com etanol 70% gelado e 
ressuspenso em 200 µL de tampão TE. O kDNA resultante foi estocado a -20 ºC. 
 
 
2.5) Quantificação e análise do DNA extraído 
As amostras foram quantificadas em espectofotômetro NanoVue (GE). A 
integridade do DNA foi testada pelo teste PCR específico para o gene constitutivo $-
actina.  
 
3) Reação de Polimerização em Cadeia (PCR)  
  Foram feitas reações de amplificação em amostra de DNA das aves. PCRs 
foram conduzidas com iniciadores (primers) específicos para kDNA e para DNA 
nuclear de T. cruzi (nDNA). Bandas de kDNA no genoma das aves foram 
identificadas por hibridização com sonda específica de kDNA pelo método Southern 
blot. A Tabela 1 inclui os primers empregados neste estudo. 
 
3.1)     PCR de kDNA 
Os primers utilizados são específicos para a região conservada de 
minicírculos de kDNA (primers S35, S36).  
Os primers de kDNA permitem a amplificação de duas regiões conservadas 
de kDNA com uma região variável inteira entre elas, de tamanho aproximado de 330 
pb (Sturm e cols, 1989). As amplificações foram realizadas em triplicata, e, além dos 
200 ng das amostras, utilizou-se um controle branco (sem DNA), controle negativo 
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(com 200 ng de DNA de uma ave kDNA negativa), controle positivo (com 200 ng de 
DNA de uma ave kDNA positiva), e controle com 200 pg de DNA total de T. cruzi.  
A PCR foi realizada nas seguintes condições: tampão de reação 10 X para 
PCR da Invitrogen (20 mM de Tris-HCl pH 8.4, 50 mM de KCl); 2 mM de MgCl2; 0,2 
µM de cada primer, 0,2 mM de dNTPs e 2,5 unidades de Taq DNA polimerase 
(Invitrogen). A amplificação seguiu o seguinte programa: 
95oC – 5 min 
   95 oC – 30s 
        62 oC – 1 min 
        72 oC – 1 min 
72 oC – 5 min 
4 oC - ! 
 
Os produtos resultantes de cada PCR foram submetidos à eletroforese em gel 
de agarose 1,3%, e transferidos para membrana de nylon positivamente ativada, 
pela técnica de transferência alcalina por capilaridade (Sambrook e Russel, 2001). 
Esta foi submetida à hibridização com sonda específica para kDNA, marcada com 
#32P- dATP, e exposta a um filme fotográfico. 
 
3.2)     PCR de nDNA de T. cruzi 
 Os primers Tcz1/Tcz2 utilizados são específicos para o DNA nuclear de T. 
cruzi gerando banda de 188 pb (Moser e cols, 1989), cujas sequências estão na 
Tabela 1. As amplificações foram feitas em triplicata, e, além dos 200 ng das 
amostras, utilizou-se um controle branco (sem DNA), controle negativo (com 200 ng 
de DNA de uma ave kDNA negativa), controle positivo (com 200 ng de DNA de um 
paciente humano TCZ-positivo), e controle com 200 pg de DNA total de T. cruzi. A 
reação correu com as seguintes condições: tampão de reação 10X para PCR da 
Invitrogen (20 mM de Tris-HCl pH 8.4, 50 mM de KCl); 2 mM de MgCl2 da 
Invitrogen; 0,2 µM de cada primer, 0,2 mM de dNTPs e 2,5 unidades de Taq DNA 







95oC – 5 min 
   95 oC – 30s 
        68 oC – 30s 
        72 oC – 1 min 
72 oC – 5 min 
4 oC - ! 
Os produtos resultantes de cada PCR foram submetidos à eletroforese em gel 
de agarose 1,3%, e transferidos para membrana de nylon positivamente ativada, 
pela técnica de transferência alcalina por capilaridade (Sambrook e Russel, 2001). 
Esta foi submetida à hibridização por sonda específica para DNA nuclear de T. cruzi, 
marcada com #32P- dATP, e exposta a um filme fotográfico. 
 
3.3) PCR direta do gene da enzima málica 
 Com base nos dados das sequências de integração de kDNA o gene da 
enzima málica NADP+ dependente (NADPME) foi selecionado para amplificação das 
regiões flanqueadoras da integração mediante PCR direta. Os primers foram obtidos 
da sequência NW_003763650.1 do banco de dados (www.ncbi.nlm.nih.gov). Três 
combinações de primers foram planejadas para amplificar a partir da região externa 
para a mais interna (NADPME s1, s2, s3, as1, as2, as3). A PCR foi feita nas 
seguintes condições: tampão de reação 10 X para PCR contendo 20 mM de Tris-HCl 
pH 8.4, 50 mM de KCl; 2 mM de MgCl2 (Invitrogen); 0,2 µM de cada primer, 0,2 mM 
de dNTPs e 2,5 unidades de Taq DNA polimerase. O produto de PCR amplificado 
com os primers internos S3 e aS3 foi utilizado como sonda radioativa específica para 
NADPME. 
 A amplificação correu com o seguinte programa: 
95oC – 5 min 
   95 oC – 30s 
        63 oC – 1 min 
        72 oC – 1,5 min 
72 oC – 5 min 








A tpTAIL-PCR (target-primer Thermal Asymmetric Interlaced PCR) foi adaptada  
da técnica TAIL-PCR (Liu e Whittier, 1995). Enquanto a TAIL-PCR original utiliza 
primers degenerados juntamente com primers específicos, a tpTAIL-PCR utiliza 
apenas primers específicos. Os primers específicos de kDNA e de DNA nuclear de 
galinha (Tabela 1) foram combinados para três ciclos de amplificação. Para evitar 
produtos de baixa especificidade a PCR foi conduzida em ciclos alternados de alta e  
baixa estringência, permitindo sucessivas reamplificações com primers 
aninhados internamente no kDNA, (Hecht, 2010). No primeiro ciclo os primers C31 
foram combinados com primers de kDNA (S34 ou S67); No segundo ciclo, os 
produtos do primeiro cíclo (diluído 1:40) foi combinado com primers de kDNA mais 
internos (S35 ou S35R), mantendo-se os mesmos primers do DNA nuclear de 
galinha; No terceiro ciclo, os produtos obtidos no segundo ciclo (diluído 1:10) foram 
amplificados com  primers de kDNA mais internos (S67R ou S36) e com os primers 
de C31 de galinha.  
No primeiro ciclo utilizou-se 200 ng de DNA genômico em solução contendo 1 X 
de tampão de reação (20 mM Tris HCl pH8,4, 50 mM KCl), 2,5 mM de MgCl2, 10 
mM do primer de kDNA, 0,2 mM de dNTPs, 2 unidades de Taq Platinum (Invitrogen) 
e 1 mM de cada um dos primers de C31. Nos ciclos seguintes o DNA da ave  foi 
substituído por diluições do produto de PCR anterior (1:40 e 1:10, respectivamente). 
Ao final, os produtos amplificados foram separados por eletroforese (agarose 1%), 
transferidos para a membrana de nylon, e expostos a uma sonda específica para 
kDNA (marcada com #32P- dATP).  
 Os primers C31, correspondentes a elemento retrotransponível CR1, foram 
obtidos de uma sequência quimera do clone C31, do cromossomo 3 do genoma de 
Gallus gallus. Apesar disso, os primers possuem um perfil randômico na reação. As 
sequências dos primers C31 e de kDNA estão na Tabela 1.  









1a amplificação:  
          95oC – 5 min 
   95 oC – 30s 
        64 oC – 1 min 
        72 oC – 2 min 
   95 oC – 30s 
        25 oC – 2 min 
        72 oC – 2 min 
   94oC – 30s 
        64 oC – 1 min 
        72 oC – 2 min 
      94oC – 30s 
      64oC – 1 min 
      72oC – 2 min 
       94oC – 30 s 
      44oC – 1 min 
             72oC – 2 min 
 
       72 oC – 7 min 
         4 oC - ! 
2a amplificação: 
     95oC – 4 min 
   94 oC – 30s 
        64 oC – 1 min 
         72 oC – 2 min 
       94oC – 30 s 
    64oC – 1 min 
        72oC – 2 min 
         94oC – 30s 
          45oC – 1 min 
      72oC – 2 min 
 






4 oC - ! 
3a amplificação:  
      95oC – 5 min 
   94 oC – 30s 
        45oC – 1 min 
        72 oC – 2 min 
     72 oC – 7 min 
       4 oC - ! 
 
4.1) tpTAIL-PCR específica para o gene da distrofina 
 A mutação no gene da distrofina também foi selecionado para análise das 
regiões flanqueadoras, a montante e a jusante do sítio de integração do kDNA 
(Teixeira e cols, 2011a), pela tpTAIL-PCR. Ao invés de primers para a região C31 da 
galinha, foram empregados primers específicos Gg s3 e Gg as2 que anelam no gene 
da distrofina (Tabela 1).  
 As reações foram conduzidas em três ciclos: O primeiro empregou primers do 
gene e primers de kDNA (S34 ou S67); o segundo, foi feito com os produtos do 
primeiro ciclo (diluído 1:40), combinado com primers de kDNA mais internos (S35 ou 
S35R) e os mesmos primers de galinha; e o terceiro, utilisou os produtos do 
segundo (diluído 1:10) com primers de kDNA mais internos (S67R ou S36) e com os 
primers do gene da galinha. 
















 1a amplificação: 
95oC – 4 min 
   95 oC – 30s 
        61 oC – 1 min 
        72 oC – 2 min 
   94 oC – 30s 
        50 oC – 2 min 
       72 oC – 2 min 
   94oC – 30s 
        61 oC – 1 min 
        72 oC – 2 min 
      94oC – 30s 
      61oC – 1 min 
      72oC – 2 min 
       94oC – 30 s 
      50oC – 1,5 min 
             72oC – 2 min 
 
72 oC – 7 min 
4 oC - ! 
 2a amplificação: 
95oC – 4 min 
   95 oC – 30s 
        61 oC – 1 min 
         72 oC – 2 min 
       94oC – 30 s 
    61oC – 1 min 
        72oC – 2 min 
         94oC – 30s 
          50oC – 1 min 
      72oC – 2 min 
 






4 oC - ! 
 3a amplificação: 
95oC – 4 min 
   95 oC – 30s 
        50oC – 1 min 
        72 oC – 2 min 
72 oC – 7 min 
4 oC - ! 
 
Após a realização das três rodadas, os produtos amplificados ao final da  
tpTAIL-PCR foram separados por eletroforese (agarose 1%), transferidos para a 
membrana de nylon, e expostos a uma sonda específica para kDNA (marcada 
com #32P-dATP.  
 
 
4.2) tpTAIL-PCR específica para o gene da enzima málica 
 As análises pela tpTAIL-PCR também foram feitas para identificar as regiões 
flanqueadoras ao ponto de inserção de kDNA no gene da enzima málica NADP-
dependente (NADPME). No primeiro ciclo a PCR correu com primers do gene e 
primers de kDNA (S34 ou S67); No segundo ciclo, os produtos da primeira 
amplificação (diluído 1:40) foram combinados primers mais internos de kDNA (S35 
ou S35R) com os mesmos primers de galinha; No terceiro, os produtos da segunda 
amplificação (diluído 1:10) foram combinados com primers de kDNA mais internos 
(S67R ou S36) e com os primers do gene da galinha. Ao final, os produtos 
amplificados foram separados por eletroforese (agarose 1%), transferidos para 
membrana de nylon, e expostos a uma sonda de kDNA marcada com #32P-dATP. 
Sequências específicas NADPME foram obtidas com a combinação dos primers 
S2/aS2 do gene com os de  kDNA (Tabela 1). 
 Os ciclos da tpTAIL-PCR específica para NADPME são idênticos ao ciclo da 















Tabela 1. Primers utilizados nas reações de PCR  
Primer DNA a ser amplificado Sequências Tm* 
S34 kDNA de T. cruzi 5’ ACA CCA ACC CCA ATC GAA CC 3’ 57,9 
S67 kDNA de T. cruzi 5’ GGT TTT GGG AGG GG(G/C) (G/C)(T/G)T C 3’ 60,1 
S35 kDNA de T. cruzi 5’ ATA ATG TAC GGG (T/G)GA GAT GC 3’ 59,4 
S36 kDNA de T. cruzi 5’ GGT TCG ATT GGG GTT GGT G 3’ 57,9 
TCZ 1 nDNA de T. cruzi 5’ GAG CTC TTG CCC CAC ACG GGT GCT 3’ 67,6 
TCZ 2 nDNA de T. cruzi 5’ CCT CCA AGC AGC GGA TAG TTC ACG 3’ 61,4 
C31 s1 nDNA de Gallus gallus 5’ AGA GAA CTG CTT GAA ACC TAC AGG 3’ 56,6 
C31 s2 nDNA de Gallus gallus 5’ GTG AAA GGC CTA TAT CAA GTC AGC 3’ 55,5 
C31 s3 nDNA de Gallus gallus 5’ CCA AGG AGC TGG TAG AGA GCA 3' 58,5 
C31 as1 nDNA de Gallus gallus 5’ CCA CGC TGG GAG AAG AGT T 3’ 57,1 
C31 as2 nDNA de Gallus gallus 5’ CTC ACT TCC TCC CTT CCC A 3’ 56,1 
C31 as3 nDNA de Gallus gallus 5’ TGC TCT CTA CCA GCT CCT TGG 3’ 58,5 
NADPME s1 nDNA de Gallus gallus 5' CTG ACC CTG AGG ACA CCA AAC 3' 61,9 
NADPME s2 nDNA de Gallus gallus 5'CCA GAG GCA CAT GGG TGT AA 3' 61,9 
NADPME s3 nDNA de Gallus gallus 5' GGG ACT GCC TGA ATC ACT CTC 3' 61,2 
NADPME as1 nDNA de Gallus gallus 5' TGC TGA GGT GTG GCC AAG 3' 62,1 
NADPME as2 nDNA de Gallus gallus 5' TTG TCC TGC AGC CAT ATG G 3' 60,6 
NADPME as3 nDNA de Gallus gallus 5' TCA TTC TAC CTG AGG TGC CC 3' 60,1 
Gg s3 nDNA de Gallus gallus 5’ TTCTAGTCCGCTCCTGTTCAA 3’ 60,0 
Gg as2 nDNA de Gallus gallus 5’AAAGCATTCCAGTGGCAGAA 3’ 60,8 
* Tm: temperatura média de anelamento em oC  
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5) Transferência dos produtos de PCR para a membrana de nylon 
Conforme descrito anteriormente, os produtos de PCR foram transferidos para 
uma membrana de nylon por meio da técnica de transferência alcalina (Sambrook e 
Russel, 2001). Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de 
agarose corado com brometo de etídio 0,5 mg/mL, utilizando-se tampão TAE 1X. 
Após a corrida, o gel foi tratado com NaOH 0,4M por 20 min para desnaturar o DNA. 
Por capilaridade, utilizando-se NaOH 0,4M, os amplicons foram transferidos para a 
membrana de nylon positivamente carregada (HybondTM-N+, Amersham GE 
Healthcare). O processo de transferência ocorreu durante  8 a 12 h. Após este 
tempo, as membranas foram deixadas sobre a bancada para secar e posteriormente 
foram submetidas à hibridização com sonda radioativa. 
 
6) Clonagem dos Produtos da tpTAIL-PCR 
 As amostras que amplificaram na reação de tpTAIL-PCR, após ter sido 
analisadas com hibridização com sonda radiomarcada específica para kDNA, foram 
ligadas a um plasmídeo  pGEM T-Easy (PROMEGA), seguindo-se o protocolo do 
fabricante, e transformadas em Escherichia coli  competente por choque térmico.   
 
6.1) Preparo de células competentes 
 As células utilizadas para a transformação foram E. coli XL10-GOLD 
(Stratagene), que se tornaram competentes por meio de tratamento com RF1 (RbCl 
– 100mM, MnCl2  - 50mM, Acetato de Potássio – 30mM, CaCl2 2H2O – 10mM e  
Glicerol – 15%) e RF2 (MOPS – 10mM, RbCl2 – 10mM, CaCl2 – 75 mM, Glicerol – 




A transformação pelo choque térmico, seguiu o protocolo: Para 100 µL de E. 
Coli XL-10 GOLD, acrescentou-se o produto da ligação no vetor (pGEM T-Easy),  e 
deixou-se a mistura 30 min no gelo. Logo em seguida, os transformantes foram 
aquecidos a 42 oC por 2 min, e transferidos imediatamente para o gelo. Adicionou-se 
1 mL de meio LB líquido, e as células transformadas foram deixadas crescer no 
agitador a 37 oC por 1 h e 30 min. Após este período, as células foram plaqueadas 
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em meio LB sólido contendo ampicilina e X-gal, a fim de selecionar as células 
resistentes ao antibiótico. As células azuis retiveram o plasmídeo vazio. Os insertos 
no vetor foram obtidos pela lise das células brancas. 
 
6.3) Transferência de colônias de bactérias transformantes para membrana de 
nylon. 
 Apenas as colônias brancas foram escolhidas para serem replicadas em 
membrana de nylon sobre meio LB sólido contendo 100 µg/mL de amplicilina. Isto 
porque as colônias azuis indicavam a presença do plasmídeo vazio no qual o gene 
da $-galactosidase íntegro produzia a coloração pela reação com X-Gal. As colônias 
replicadas na membrana foram também replicadas diretamente no meio LB com 
ampicilina, criando-se o molde espelho da membrana. Placas membrana-espelho 
foram incubadas overnight a 37 oC. No dia seguinte, o DNA das bactérias na 
membrana, foi fixado pelo tratamento com solução SDS 10% por 10 min, seguida 
desnaturação em  NaOH 0,4 M por 10 min, e lavagem em SSC 2X, também por 10 
min. Após este tratamento, a membrana posta pra secar foi hibridizada com sonda 
radiomarcada específica. Para os produtos de tpTAIL-PCR utilizou-se apenas sonda 
específica para kDNA; as colônias que hibridizaram na membrana foram 
identificadas pelo molde placa-espelho para extração plasmidial e sequenciamento. 
 Quando a transformante do amplicon tpTAIL era gene-específica (distrofina 
ou NADPME), a membrana era hibridizada com a sondas do gene, e, após de-
hibridização, hibridizada de novo com sonda de kDNA. Apenas as colônias que 
hibridizaram para ambas as sondas foram escolhidas para a extração plasmidial. 
 
6.4) Extração de DNA plasmidial 
 As colônias desejadas foram inoculadas da placa espelho para 5 mL de meio 
LB líquido, onde cresceram 12 h a 37 oC. A extração foi realizada utilizando-se o kit 
IllustraTM plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), seguindo-se as instruções do 
fabricante. 
  
7) Sondas Radioativas 
Tanto os produtos de PCR transferidos para a membrana de nylon (item 5) 
quanto as colônias transferidas para a membrana (item 6.3) foram submetidos à 
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hibridização com sonda radioativa a fim de avaliar a especificidade dos 
amplicons/insertos.  
Neste trabalho utilizou-se quatro sondas radiomarcadas [#-32P]:  
I. Sonda específica para kDNA (Produto de PCR de DNA de T. cruzi amplificado 
com primers S35/S36 e purificado com o kit illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel 
Band Purification - GE Healthcare) 
II. Sonda específica para DNA nuclear de T. cruzi (Produto de PCR de DNA de T. 
cruzi amplificado com primers TCZ1/TCZ2 e purificado com o kit illustraTM 
GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification - GE Healthcare) 
III. Sonda específica para o gene da distrofina (Produto de PCR de DNA de G. gallus 
amplificado com primers GD-s1/GD-as1 e purificado com o kit illustraTM GFXTM 
PCR DNA and Gel Band Purification - GE Healthcare) 
IV. Sonda específica para o gene da enzima málica NADP-dependente (Produto de 
PCR de DNA de G. gallus amplificado com primers NADPME-s3/NADPME-as3 e 
purificado com o kit illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification - GE 
Healthcare) 
 
7.1) Marcação e purificação de sondas radioativas 
 Para a marcação de sonda radioativa, utilizou-se o kit Random Primer 
Labelling System (Invitrogen); 30 ng dos fragmentos de DNA descritos acima foi 
misturado com dATP radiomarcado com #-32P. A marcação seguiu os protocolos do 
fabricante. Após uma reação de 3 h com dCTP, dGTP, dTTP, #32P-dATP e enzima 
Klenow com atividade polimerase. Adicionou-se tampão de parada antes de purificar 
a sonda. A purificação da sonda radiomarcada foi feita em Coluna de Sephadex G50 
com lã de vidro (Sambrook e Russel, 2001). 
 
7.2) Hibridização com sonda radioativa 
 Antes da hibridização com sonda radiomarcada, as membranas foram pré-
hibridizadas por pelo menos 2 h com solução de pré-hibridização (PEG 800 10%, 
SDS 7%, SSPE 1,5% e 100 µg/mL de DNA de esperma de salmão). Em seguida as  
sondas foram desnaturadas por fervura a 100 oC e adicionadas à solução de pré-
hibridização. A hibridização transcorreu por aproximadamente 12 h, a 65 oC. Após 
este período, foi removido o excesso de sonda (ligação inespecífica) e as 
membranas foram lavadas com soluções de estringência crescente (SSC 2X / 0,1% 
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SDS e SSC 0,1X / 0,1% SDS) durante 15 min cada a 60 oC. Após a lavagem, as 
membranas úmidas foram revestidas em plástico filme de PVC e colocadas em 
cassete metálico para exposição a filme sensível a raios X (Kodak T-MAT). Os 
cassetes foram deixados a -80 oC para exposição do filme por tempo variável, 
dependendo da quantidade de DNA na membrana e da meia vida do radioativo. A 
revelação dos filmes foi feita em sala escura com reagentes comerciais Kodak. 
 
8) Análise de Sequências em Banco de Dados 
Os clones de interesse descritos no item 6.4 foram enviados para 
sequenciamento automático, onde se utilizou os primers T7 e SP6 para amplificação 
das seqüências. Os insertos foram analisados no algoritmo BLASTn, disponível no 
site do National Center for Biotecnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). Para 
análise dos insertos foram utilizados os seguintes parâmetros: Database – Others 
(Nucleotide collection) e Somewhat similar sequences para análise de sequências 
de kDNA de T. cruzi, e, para a análise de sequências de galinha: Database – Gallus 
gallus (Genome reference only) e Somewhat similar sequences. Apenas análises 
com  E-value e identidade significativos foram consideradas. 
 Os elementos repetitivos nas sequências quimeras foram identificados com 
ajuda do programa CENSOR-GIRI (Genetic Information Research Institute - 
http://www.girinst.org). As quimeras foram analisadas nos programas GENEIOUS e 
DNAMAN. A conformação espacial de alguns segmentos de DNA foram analisadas 
com as ferramentas de bioinformática do ICGEBnet, bend.it e model.it, disponíveis 














1) Integração de kDNA em células germinativas de aves eclodidas de ovos 
inoculados com Trypanosoma cruzi. 
 
As amostras de DNA de ovário e de sêmen das aves nas três famílias do estudo 
(Figura 10) foram submetidas aos testes de PCR com primers específicos para a 
região do minicírculos de kDNA e para o DNA nuclear de T. cruzi. As reações foram 
feitas em triplicatas e submetidas à hibridização com sonda específica. A Figura 11 
mostra o resultado obtido nas reações específicas para as três famílias.  
Confirmando a refratariedade das aves ao T. cruzi, todas as amostras de DNA 
tiveram resultado negativo paro o DNA nuclear do parasito, e, portanto, não há 
infecção ativa em Gallus gallus que eclodiram de ovos inoculados. Os controles 
positivos de chagásico e de DNA do T. cruzi hibridizaram com a sonda específica 
(Figura 11), viabilizando o uso da técnica. 
Por outro lado, a PCR feita com primers específicos para kDNA mostrou  
amplificação de sequências de minicírculos em todas amostras de DNA de sêmen e 
de ovócitos de aves eclodidas de ovos inoculados com T. cruzi (F0) ou de progênies 
F1, F2 e F3. Na figura 11, é possível ver a banda específica de 330 pb e seus 
catâmeros. A identificação de sequências de minicírculos de kDNA nas aves 
indicadas nas familias 1, 2 e 3 é compatível com eventos de transferência horizontal 
(TGH) nas células germinativas destas aves. O fato de ter sido detectado kDNA nas 
progênies indica o fenômeno de herança do evento de integração pela transferência 
vertical (TGV) da mutação, que foi herdada via célula germinativa. A herdabilidade 
das mutações de kDNA do T. cruzi foi documentada em todas as aves, nas três 




































Figura 11. Presença de kDNA e ausência de nDNA de Trypanosoma cruzi em 
células germinativas de Gallus gallus. A hibridização dos produtos de PCR com 
sonda específica mostrou bandas positivas de kDNA, e ausência de nDNA. 
Note positividade dos controles positivos de kDNA e de nDNA (de chagásico). 
Branco: controle sem DNA; Controle Negativo: ave nascida de ovo não 




2) Análises dos sítios de integração de kDNA 
 
A análise das sequências de kDNA inseridas no genoma da galinha, a fim de 
descrever eventos de TGH e TGV, foi possível pela técnica de tpTAIL-PCR. Do total 
de 298 clones enviados para sequenciamento, 29 clones apresentaram 
sequenciamento de baixa qualidade, com muitos nucleotídeos não identificados. 
Entre os 269 clones restantes, 45 exibiam apenas sequências de kDNA, e outros 27 
só tinham fragmento de genoma de galinha. De interesse, 177 clones revelaram 
sequências quimeras de kDNA-DNA de galinha. Desses, 39 eram redundantes e 10 
não tinham similares no banco de dados. O rendimento da técnica alcançou 68%, 
gerando 138 sequências quimeras não-redundantes oriundas das aves das três 
famílias. As sequências obtidas estão apresentadas no Anexo I. O número de 
integrações encontradas por ave variou de dois até dez. Em média, foram obtidas 
4,3 ± 2,1 sequências por ave. Este rendimento é muito superior àquele obtido pela 
PCR direta (Hecht e cols. 2010). 
Foram encontrados clones em 18 dos 38 autossomos da galinha, e também 
no cromossomo Z. A Figura 12 mostra a frequência de integrações de kDNA em 
cada cromossomo da galinha. Vê-se que mais de um quarto das integrações 
ocorreram no cromossomo 1. Os outros cromossomos que mais frequentemente 
tiveram as integrações foram aqueles de números 2, 5, 9, 12, e o cromossomo 
sexual Z. Em apenas 4,2% das sequências não foi possível identificar o 
cromossomo onde houve a integração. 
 
 As análises no algoritmo Blastn (NCBI) e no GIRI revelaram que 
aproximadamente 29% das integrações ocorreram em genes reconhecidos no 
  Figura 12. Distribuição das integrações de kDNA de Trypanosoma cruzi no genoma das 
aves congênicas de Praga. Ind =indeterminado.  
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genoma da galinha e que, em apenas 2% dos casos, a integração ocorreu em região 
codificadora de proteína não caracterizada. A Tabela 2 mostra os genes onde 
ocorreu evento de integração de kDNA. Em 29% dos casos a integração de kDNA 
foi encontrada em elementos transponíveis (Tabela 3). Em 15%, as integrações 
ocorreram em região de retrotransposons não-LTR. O total de 45% das integrações 
ocorreram em retrotransposons LTR, transposons de DNA, regiões satélites ou do 
centrômero, ou ainda, em regiões indeterminadas. Em 9% dos casos essas 
integrações estavam inseridas em retrotransposon CR1 contido em região gênica. 
Na Figura 13, as integrações de kDNA no genoma de Gallus gallus estão 
distribuídas de acordo com a sequência genômica identificada.  
! !!!
Figura 13. Caracterização das regiões do genoma de Gallus gallus flanqueadoras dos 
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Tabela 2. Regiões codificadoras do genoma da galinha que receberam 
integração de minicírculos de kDNA. 
 
Locus  Tamanho da sequência Gene 
Frequência de 
integrações 
NW_001471668.2  185 pb Provável palmitoiltranserase ZDHHC14 1 
NW_003763650.1 270 pb  Teneurina-4 1 
NW_003763812.1  162 pb Similar a atractina 1, isoforma 2 1 
NW_003763785.1 124 pb Tetraspanina 18 1 
NW_003763931.1 95 pb Xilosiltransferase 1 1 
NW_003763785.1  207 pb Inositol-trifosfatase 3-quinase A 1 
NW_003764296.1  43 pb Canal de cátion 1, sensível a amilorida, neuronal 1 
NW_003764143.1  82 pb Citidina desaminase 1 
NW_001488830.2 51 pb Succinil-CoA: 3-cetoácido-coenzima A transferase 1 1 
NW_003763881.1 114 pb Preproproteína colagenase tipo IV  1 
NW_001471710.2 104 pb RAC-alfa proteína serina/treonina quinase 1 
NW_003763668.1 638 pb E3 ubiquitina proteína ligase HECW1 1 
NW_003763903.1 619 pb Proteína Forkhead 1 
NW_003763913.1 641 pb Carreador de soluto família 25 membro 48 1 
NW_003763693.1 534 pb Proteína tirosina fosfatase tipo IVA 3  1 
NW_003764126.1 329 pb Proteína tipo retinoblastoma 1 1 
NW_003763650.1  135 pb Fator de crescimento D derivado de plaqueta 1 
NW_001471461.2 56 pb Citospina-A 1 
NW_003763785.1 449 pb Fator de transcrição SOX-6 2 
NW_003763680.1  166 pb Proteína fosfatase mu 2 
NW_001471673.2  652 pb Peptodil-prolil cis-trans isomerase FKBP1B 2 
NW_003764074.1  512 pb Adenilato quinase 8 4 
NW_001471534.2  159 pb Piruvato dehidrogenase quinase 4 
NW_003763668.1 198 pb Proteína PTHB1 5 
NW_003763650.1  100 pb Enzima málica NADP-dependente, mitocondrial 15 !
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Tabela 3. Elementos repetitivos do genoma da galinha onde ocorreu 
integração de minicírculos de kDNA. 
 
Classe Repetitiva  Frequência de Integrações Tamanho (pb) 
Satélite 4 396 
Transposon de DNA 1  
hAT 1 87 
Retrovírus Endógeno 1  
ERV3 1 55 
Retrotransposon LTR  7  
DIRS 1 64 
BEL 1 44 
Hitchcock 2 161 
Gypsy 3 58 
Retrotransposon não-LTR 39  
Crack 1  
I 1 37 
CR1 35 133 
Penelope 2 121 
Elementos Transponíveis 48  !
A Figura 14 mostra exemplo de sequência quimera encontrada na ave k1-
633, da Família 2, com a integração de kDNA no locus NW_003763668.1 da 
proteína E3, ubiquitina ligase HECW1. Esta proteína é mediadora da ubiquitinação e 
subsequente degradação do DVL1, um gene relacionado à proliferação celular. 
Como se pode observar, existe uma região de microhomologia entre aquele locus do 
genoma e o kDNA integrado. As sequências deste trabalho apresentaram região de 
microhomologia, e em apenas três sequências, não foram localizados 
compartilhamento de nucleotídeos. Tais regiões nas diferentes quimeras exibem 
! 52 
blocos ricos em CA, e, em sua grande maioria, são semelhantes às regiões 
conservadas dos minicírculos de kDNA (CSB1, CSB2, CSB3).  Essas 
microhomologias podem intermediar a integração do kDNA, quase sempre 
encontrado nos sítios repetidos e complementares presentes no genoma da galinha. 
Essas características evidenciam os hotspots e explicam a imensa variedade de 
sequências de kDNA que integram nesses sitios preferenciais. 
Em dois clones, foi possível identificar fragmentos de DNA de diferentes 
cromossomos na mesma sequência quimera. A Figura 15 exibe o clone EG120, da 
ave k1-669 (Família 2). Nesta sequência existe um fragmento do cromossomo 12 
(NW_003763892.1) e outro do cromossomo 6 (NW_003763812.1) interligados pela 
Figura 14. Integração de minicírculo de kDNA de T. cruzi no genoma da galinha. A análise Blastn 
do clone EG145 mostra integração do kDNA (azul escuro: região conservada; azul claro: região 
variável) no locus NW_003763668.1 do cromossomo 2 (verde) correspondente a sequencia 
codificadora da proteína E3, ubiquitina ligase HECW1. A sequencia rica em CA (cor amarela)  
mostra  microhomologia que intermedia a integração do kDNA. Os primers aparecem sublinhados 
na sequência.  
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sequência de kDNA. Este mosaicismo pode ser explicado pelo hitchhiking do 
elemento retrotransponível (Simões-Barbosa, 2006) ou pela mobilização do próprio 




Figura 15. Integração de minicírculo e hitchhiking de kDNA de T. cruzi no genoma de 
Gallus gallus. A sequência do clone EG120 mostra uma integração de kDNA (azul escuro: 
região conservada; azul claro: região variável) entre o locus NW_003763892.1 do 
cromossomo 12 (vermelho) e o locus NW_003763812.1 do cromossomo 6 (verde). Em 
amarelo tem-se a região de microhomologia, e os primers utilizados na reação estão 
sublinhados. Uma parte da região do genoma da galinha foi reconhecida como um 
retrotransposon CR1 (sublinhado vermelho). O resultado da análise do BLASTn e do Giri 
está indicado abaixo da sequência. 
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Como mostra a Figura 13, algumas integrações de kDNA ocorreram em 
fragmentos de retroelementos CR1 na sequência de gene. Este achado sugere que 
a sequência (em verde, Figura 16) intermediária do genoma da galinha pode ser um 
íntron daquele gene, ou, ainda, pode ser um fragmento truncado do retroelemento 





2.1) Integrações de kDNA no mesmo locus genético 
A análise da transmissão vertical da mutação requer o estudo das sequências 
integradas num locus repetido em parentais e progênies. As sequências analisadas 
exibiram diversas mutações no mesmo locus em diferentes aves, com (Figura 17 e 
18) ou sem parentesco (Figura 19). Foi interessante observar que, na maioria dos 
casos, a integração no mesmo sítio do genoma da galinha tinha sequências de 
kDNA diferentes entre si (Figura 17, 18, 19 e 20). 
Figura 16. Integração de minicírculo de kDNA de T. cruzi em retrotransposon inserido em gene de 
Gallus gallus. A sequência do clone EG302 representa uma integração do kDNA (azul escuro: 
região conservada; azul claro: região variável) no locus NW_001471534.2 do cromossomo 1 
(verde), que corresponde a região da piruvato dehidrogenase quinase. Esta mesma região foi 
reconhecida como elemento CR1 (sublinhado vermelho). Em amarelo tem-se a região de 
microhomologia, e os primers da reação estão sublinhados. O resultado das análises do BLASTn e 
do Giri estão indicados abaixo da sequência. 
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Figura 17. Integração de minicírculo de kDNA de T. cruzi no mesmo locus do genoma de Gallus 
gallus. a) A sequência do clone EG108 mostra uma integração de kDNA (azul escuro: região 
conservada; azul claro: região variável) no locus NW_003763785.1 do cromossomo 5 (verde). 
Esta sequência oriunda do galo k1-8378 (Figura 17a) tem o mesmo fragmento de DNA da 
progênie k1-686 (Figura 17b). A região de microhomologia aparece em amarelo, e os primers 




A demonstração de microhomologias nas sequências de kDNA e no DNA 
hospedeiro da quimera ilustrada na Figura 18 sugere que as microhomologias do 
genoma hospedeiro são hotspot potenciais de integração de DNA exógeno. Tais 
achados explicam a presença de integrações no mesmo locus em aves de famílias 
diferentes. As diferenças na sequência de kDNA identificadas nas progênies F1, F2 
e F3 podem ser explicadas tentativamente por recombinação e remodelamento do 




Figura 18. Alinhamento de duas sequências com integração no mesmo locus. a) Alinhamento das 
sequências mostradas na Figura 17. Verde: região do cromossomo da galinha; azul: kDNA, cujas 
regiões sem complementaridade estão não-coloridas. Em amarelo está a microhomologia 
intermediando a quimera. Note que multiplas regiões de microhomologias ricas em CA aparecem no 
kDNA (azul) e na sequência da galinha (verde). b) Gráfico da similaridade do alinhamento mostrado em 
(a). Note que a região do locus é praticamente igual, mas o kDNA é diferente. 
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Figura 19. Alinhamento de sequências de aves diferentes com integração no mesmo locus. a) 
Alinhamento das sequências com integração de kDNA do locus NW_003763668.1 cujos alelos 
codificam a proteína PTHB1. Os clones EG14 da ave k1- 527 (Família 1), EG149 da ave k1-654 
(Família 2), e EG182 da ave k1-759 (Família 2) estão ilustrados: verde, gene; azul, kDNA; 
amarelo, região de microhomologia. b) Gráfico do alinhamento mostrando similaridade das 
sequências dos clone indicados em “a”. Note na quimera que apenas as concordâncias entre 
as sequências estão em destaque e que a sequência do locus é praticamente igual, mas o 
kDNA é diferente. 
 
Figura 20. Alinhamento e similaridade de sequências com integração no mesmo locus de aves 
diferentes. Em verde, genoma de Gallus gallus. Em azul, minicírculo de kDNA. Em amarelo, 
microhomologia. A similaridade está indicada na cor laranja. a) Alinhamento de sequências com 
integração de kDNA do locus NW_003763785.1 do fator de transcrição SOX-6. As sequências 
são oriundas das aves k1- 527 (Família 1) e k1-618 (Família 2). b) Alinhamento de sequências 
com kDNA integrado no locus NW_001471673.2 das aves k1- 652 (Família 1) e k1-618 (Família 
2). c) Alinhamento de sequências com kDNA integrado no locus NW_001471534.2 da piruvato 
dehidrogrenase quinase das aves k1-652 (Família 1), k1- 672 (Família 2) e k1-880 (Família 3). 
d) Alinhamento de sequências com kDNA integrado no locus NW_003763892.1 (indeterminado) 
das aves k1-616 (Família 1), k1- 844 (Família 2), k1- 661 (Família 2), k1- 633 (Família 2), k1- 
669 (Família 2) e k1-880 (Família 3). Note que não há homologia nas regiões variáves da 
sequência de kDNA. 
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O sítio de inserção mais reincidente nas sequências deste trabalho foi o da 
enzima málica NADP dependente (locus NW_003763650.1). O mapeamento das 
integrações feitos com a técnica tpTAIL-PCR resultou em 15 diferentes sequências 
quimeras naquele locus em 10 aves das três famílias. Em todos esses casos, a 
inserção de kDNA ocorreu no nucleotídeo 90092 do locus NW_003763650.1. A 
maior frequência de integração de minicirculos de kDNA neste locus levou a análises 
aprofundadas deste sítio das quimeras. Essas análises seguem no item 3 desta 
seção. 
 
2.2) Homologias em sequências de kDNA integradas no genoma 
 
As análises BLASTn das sequências quimeras obtidas pela tpTAIL-PCR  
mostram que muitos eventos de integração ocorreram em um mesmo locus. 
Interessantemente, foi observado que diferentes sequências de minicírculos 
estavam integradas naqueles loci. Este achado teria como explicação a inserção de 
de minicírculos diferentes em um sítio específico do genoma das aves. Assim, 
procuramos encontrar o fenômeno oposto, ou seja, uma mesma sequência de 
minicírculo de kDNA em diferentes loci do genoma. A busca foi feita mediante 
alinhamento das regiões variáveis de minicírculos integrados. O alinhamento revelou 
que sequências de regiões variáveis de minicirculos de kDNA eram iguais entre si,  
na mesma ave ou em outras aves da mesma família. As Figuras 21 e 22  mostram 
sequências com cerca de 285 pb, nas quais a região variável é quase idêntica. As 
homologias dessas sequências no banco de dados tiveram E-value de 1e-128 e 
identidade de 96%. 
 Nos alinhamentos das Figuras 21 e 22 verifica-se que, em três das cinco 
sequências, a integração de kDNA ocorreu numa região de retroelemento não-LTR 
CR1;  e na  sequência do gene EG13 foi encontrada um pequeno fragmento de 59 
pb próximo de CR1 (Figura 21). Esta configuração talvez seja decorrente de 
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Figura 21. Eventos de integração de minicírculo de kDNA com a mesma região variável em 
diferentes loci de Gallus gallus. a) Integração de kDNA (azul escuro: região conservada; azul 
claro: região variável) no locus NW_003763785.1 do fator de transcrição SOX-6 no 
cromossomo 5 (verde). b) Integração de kDNA no locus NW_003763668.1 do gene codificador 
da proteína PTHB1 no cromossomo 2. c) Integração de kDNA no locus NW_001471668.2 do 
gene da palmitoiltranserase no cromossomo 3. d) Integração de kDNA no locus 
NW_003763912.1 indeterminado, no  cromossomo 13. e) Integração de kDNA no locus 
BX640540.3. A região de microhomologia (amarela) e os primers utilizados na reação estão 
sublinhados. As sequências dos retroelementos CR1 estão sublinhadas em vermelho. 





2.3) Alinhamento das sequências obtidas de células germinativas e de  células 
somáticas das mesmas aves 
 
 As sequências obtidas das células germinativas foram, então, comparadas 
com aquelas das células somáticas, visando mostrar se existe similaridade na 
integração nas diferentes linhagens.  O alinhamento das sequências obtidas de 
gametas com aquelas de células somáticas mostrou padrão semelhante ao descrito 
nos itens 2.1 e 2.2. Em 5 casos, a integração do kDNA foi encontrada no mesmo 
Figura 22. Diferenças entre as sequências flanqueadoras hospedeira e homologia dos minicírculos 
de kDNA integrado no genoma das aves.   a) Alinhamento das sequências mostradas na Figura 
21. Verde: região do cromossomo da galinha; azul: kDNA; amarelo: região de microhomologia. As 
sequências homólogas estão coloridas. b) Gráfico mostrando similaridade na região dos 




locus do genoma de gameta e célula somática da ave, porém com sequências de 
minicírculos de kDNA diferentes (Figura 23). Também foram registrados 3 casos de 
integrações em células somáticas e germinativas com a mesma sequência de kDNA, 
mas em loci diferentes (Figura 24). A diversidade do fenômeno foi observada nas 
três famílias estudadas. 
  
Figura 23. Alinhamento de sequências quimeras de célula germinativa e de célula somática 
quimeras, exibindo kDNA no mesmo locus. a) Alinhamento da sequência derivada de esperma 
(EG13) e de sangue (MG513) da ave k1-527 (Família 1). As sequências mostram uma integração 
de kDNA no locus NW_003763785.1, correspondente ao fator de transcrição SOX-6. b) 
Alinhamento da sequência EG16 (esperma) da ave k1-527 (F0) e MG66 (sangue) da ave F1    
k1-202. Estas sequências mostram a integração de kDNA no locus NW_001471668.2 do gene da  
palmitoiltranserase ZDHHC14. Em verde, região do cromossomo da galinha; azul: kDNA; 
amarelo: microhomologia. Apenas as homologias das sequências estão coloridas. Note que a 





De interesse, as sequências flanqueadoras do hospedeiro e do minicírculo de 
quimera também revelou integração do kDNA no mesmo locus (NW_001471668.2) 
de genoma dipóide de galo F2 (k1-645)  e no DNA do ovócito da F3 (k1-765). Nestes 
casos, as sequências de minicírculos também eram diferentes.   
 
 
3) Análises das integrações no locus  da enzima málica mitocondrial NADP 
dependente. 
 
A frequência de eventos de integração no locus NW_003763650.1 foi a mais alta 
do estudo (10,87%). Este locus tem os alelos que codificam a enzima málica 
mitocondrial NADP dependente, que catalisa a descarboxilação oxidativa do malato, 
gerando piruvato e CO2, com redução de NADP+ para NADPH, na presença de um 
cátion bivalente (Mg2+ ou Mn2+). Conforme a especificidade do cofator e localização 
subcelular, são reconhecidas três isoformas de enzimas málicas: i) citosólica NADP+ 
dependente (c-NADP-ME ou ME1); ii) mitocondrial NAD(P)+ dependente (m-NAD-ME 
ou ME2); e, iii) mitocondrial NADP+ dependente (m-NADP-ME ou ME3) (Hsieh e 
cols, 2009).  
Figura 24. Resultado de alinhamento de sequências de célula germinativa e somática com 
integração de minicírculo de kDNA com a mesma sequência. As sequências EG16 e MG266 da ave 
k1-527 mostram integrações em locus diferentes e com sequência de kDNA praticamente igual. A 
região correspondente ao kDNA começa e termina nos nucleotídeos indicados pelas setas. 
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A integração de minicírculos de kDNA ocorreu no locus NW_003763650.1 da 
enzima málica NADP-dependente mitocondrial ME3. O gene da ME3 da galinha 
(Gene ID: 419019, NCBI) é conservado em humanos, chipanzés, cães, 
camundongos, e outros. O gene cópia única está localizado no cromossomo 1. As  
análises do BLASTn indicaram que a integração do KDNA entrou na região de um 
íntron. A identificação da mutação no locus NW_003763650.1 em várias aves foi 
possível com a técnica tpTAIL-PCR, devido a combinação de primers de kDNA, com 
primers específicos para sequência do gene ME3 do banco de dados NCBI. As 
amplificações produziram 15 sequências com minicírculos integrados no gene da 
enzima málica, em oito aves da Família 1.  As sequências estão apresentadas no 
Anexo II. 
A PCR direta conduzida em DNA de ave negativa (sem contato com T. cruzi) 
com os primers específicos do gene revelou amplicons de até 1,7 kb. Quando essas 
sequências obtidas foram alinhadas, verifcou-se identidade quase completa com 
aquela do locus NW_003763650.1 (Figura 25) e com as quimeras neste sítio de 
integração. Entretanto, a análise por PCR feita em amostra de DNA de aves da 











A comparação do sítio de inserção original com a sequência quimera kDNA-DNA 
de galinha mostra algumas diferenças, principalmente na região de microhomologia 
(Figura 26). Essa análise revelou que a sequência no genoma hospedeiro 
correspondente à microhomologia não era idêntica àquela da região conservada do 




Figura 25. Sítio de integração do kDNA no locus  NW_003763650.1, da enzima málica NADP-
dependente mitocondrial. Alinhamento entre a sequência do banco de dados do NCBI e da 
sequência gerada a partir da PCR de um controle negativo (k1-2433). Os nucleotídeos 
discordantes estão em destaque. O kDNA se integrou no local indicado pela seta.  
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 A tpTAIL-PCR conduzida com primers específicos para NADPME mostrou que as 
integrações ocorreram sempre na mesma posição (base 90092) no mesmo 
nucleotídeo. A análise in silico da estrutura da sequência original revelou que a 
inserção do kDNA ocorreu numa região de alça do DNA. O gráfico obtido com ajuda 
do programa Bend-it revela os pontos onde se formam as curvaturas (Figura 27). O 
alinhamento das sequências confirmou a diversidade dos minicírculos de kDNA 
integrado, na ave parental e nas progênies (Figura 28).!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
 
Figura 26. Região de microhomologia antes e depois da integração no locus  NW_003763650.1. A 
linha de cima corresponde à sequência do controle negativo da Figura 25. A linha de baixo 
corresponde à região próxima à microhomologia do clone ENG 71 da ave k1-636. Azul, kDNA; 






Figura 27. Representação gráfica das tensões que geram curvaturas (linha 
vermelha) e capacidade de se dobrar (linha verde) na região original do sítio da 
enzima málica mitocondrial (representada abaixo do gráfico). Note que a inserção 
do kDNA (correspondente ao nucleotídeo 90092 do banco de Dados) se deu no 
ponto com uma alta curvatura (destaque em azul). 
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Ainda que houvesse grande diversidade de sequências de minicírculos 
integradas no genoma de aves, foi possível detectar minicírculos idênticos na F1   
k1-207 e na sua progênie k1-603 integrados na mesma base da sequência do gene 
da enzima málica. Neste caso, a sequência paterna era 110 pb mais longa que a da 
progênie, mas parte da região variável do parental apresentava homologia de 180 pb 
com a da progênie (Figura 29). Essas sequências de kDNA foram reconhecidas no 
banco de dados com E-value de  6e-73, 95% de identidade. Com este achado, foi 
possível detectar a herança da mutação da ave F1 pela progênie F2. 
 
Figura 28.Diferenças entre as sequências de kDNA integradas no gene da enzima málica em 
aves da mesma família. Alinhamento de três sequências pertencentes ao galo k1- 202 (ENG69), 
à galinha k1-224 (ENG16) e à sua cria k1-616 (ENG72). Note que a integração ocorreu no 
mesmo local do gene (verde), mas a região do kDNA é diferente nas três aves (azul). Em 
amarelo tem-se a região de microhomologia. Apenas as concordâncias entre as sequências 
estão em destaque. 
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Eventos de recombinação do kDNA foram encontrados nas sequências das aves    
k1-527 (F0), k1-202 (F1) e k1-636 (F2), conforme ilustrado na Figura 30. Esta figura 
sugere que a mutação de kDNA na ave k1-202 (F1) teria sido herdada da ave 
parental F0 k1-527 (aproximadamente 260 pb, incluindo região variável) e que a 
região variável teria sido parcialmente deletada (Figura 31). Em outro caso, a 
progênie (F2) k1-636 teria herdado a sequência variável do minicírculo de kDNA de 
seu progenitor (k1-202), mas na ave da geração F2 a região variável da sequência 
aparece duplicada. Não é possível afirmar se a duplicação ocorreu nas células do 
progenitor ou da progênie. A região de kDNA foi reconhecida no banco de dados e 
possuía E-value igual a 0.0 e identidade de 96%. 
Figura 29. Herança de kDNA integrado no gene da enzima málica. Alinhamento da 
sequência da ave k1-207 (ENG11) e de sua descendência (ENG18). Note que a integração 
ocorreu no mesmo local do gene (verde), e que a região do kDNA é igual entre as aves 
(azul). Em amarelo, tem-se a região de microhomologia. Na Figura, apenas as 






































Figura 30. Recombinação do kDNA integrado entre diferentes gerações. A Figura 
mostra as sequências das aves k1-527(F0), k1-202 (F1) e k1- 636(F2), 
respectivamente. A integração ocorreu no mesmo ponto do locus 
NW_003763650.1 da enzima málica. Na sequência ENG69 (k1-202), parte da 
região variável foi herdada da ave k1-527 (ENG66), o restante da sequência de 
kDNA do parental aparentemente foi deletado na progênie (ver Figura 31) .A 
sequência ENG71 (k1-636, F2) mostra a mesma região variável da ave F1 k1-202 
(ENG69), porém aparece duplicada. Azul escuro: região conservada; azul claro: 
região variável; gene: verde; amarelo: microhomologia; sublinhado: primers.  
ENG 66: 963 bp  
ORIGIN 
              67rev 
1      GNCCCCNNNN CCCAAAACCA ATATTTCACG AATCTCCATA CCTCATACTC CGTAACCATA 
61     ACACAAACAC AATCATACAA CCCCATTAAC CAAATATATA AACTGTAATA TAACTCTAAT 
121    TATACAAACT TAAACCACCT ACCAAACTGT AACTCACACG ATATAAACTC ACATACATCA 
181    TCTTAAACAT ATTCAATAAG TTATATCACC AGTAATCTAC TAATCCACTA ACCTCCTTAT 
241    ATTACACCAA CCCCAATCGA ACCCCACCTC CCGTAAACAC ACCCCATTTT CGGGCAAATA 
301    ATGTACGGGT GAGATGCATG ATTTTTCGAG CCCAAATTTG AACCCCNTTC CCAAGACTAA 
361    ACCAGGAAGA AGTTGAATCT CGGAATAGAC CAATAACAGG CTCTGATACG CATACACCCT 
421    CCCAAGACTA AACCAGGAAG AAGTTGAATC CCTGAATACA CCAACCCCAA TCGAACCCTA 
481    ACCACCTTCT AGTAACATCC TGCTCCACGA GTAAACTCAT TTATCAGTAT AGAAATAGCC 
541    ACCTCCTGTA GGTATTCATC CTGTTCTTCT CTGCCTATTG CTATATAGTG AGCCTGGGGC 
601    ACCTCAGGTA GAATGAAGTA CATCAGACAT ATTCTGTTTT TAGCAACAGT TCCCAGTTTA 
661    TCCTTCTGAC AGTCCATAAT ACTTTGTAGC CTGTCAGCAA ATCAGTCTCT TCAGAGGTTG 
721    GCCTTTTTCA GCTTGCTTTT GAGGGAATGC TATACTCCAT GAACAGTCCC ATTGTCCTAA 
781    AAGAACAATC AGCAAAACAG TGCAAATGGA TCTGCTCTGC TTTGTGACCC CAAAGAGTTA 
841    AAGTATCCAA CTCAGAGGAA AACCTCTCTC ATCTTTCCTT CTAAGGAAAC ATCTGTGGCT 
901    GTAAAAGCAG ATCTAATTTT AGCCCACCTG CCAATANNNG GGGCCATATG GCTGCAGGAC 
961    AAA        NADPME as2 
 
 
ENG 69: 747 bp 
ORIGIN 
             67rev 
1      GAACCCCCCT CCCAAAACCG ATATTTCANG AATCTCCATA CCTCATACTC CGTAACCATA 
61     ACACAAACAC AATCATACAA CCCCATTAAC CAGATATATA AACTGTAATA TAACTCTAAT 
121    AATACAAACT TAAACCACCT ACCAAACTGT AACTCACACG ATATAAACTC ACATACATCA 
181    TCTTAAACAT ATTCAATAAG TTATATCACC AGTAATCTAC TAATCCACTA ACCTCCTTAT 
241    ATTACACCAA CCCCAATCGA ACCCTAACCA CCTTCTAGTA ACATCCTGCT CCACGAGTAA 
301    ACTCATTTAT CAGTATAGAA ATAGCCACCT CCTGTAGGTA TTCATCCTGT TCTTCTCTGC 
361    CTATTGCTAT ATAGTGAGCC TGGGGCACCT CAGGTAGAAT GAAGTACATC AGATATATTA 
421    TGTTTTTAGC AACAGTTCCC AGTTTATCCT TCTGACAGTC CATAATACTT TGTAGCCTGT 
481    CAGCAAATCA GTCTCTTCAG AGGTTGGCCT TTTTCAGCTT GCTTTTGAGG GAATGCTATA 
541    CTCCATGAGC AGTCCCATTG TCCTAAAAGA ACAATCAGCA AAACAGTGCA AATGGATCTG 
601    CTCTGCTTTG TGACCCCAAA GAGTTAAAGT ATCCAACTCA NAGGAAAACC TCTCTCATCT 
661    TTCCTTCNNA NNNAACATCT GTGGCTGTAA AAGCAGATCT AATTTTAGCC CACCTGCCAA 
721    TACTTGGGGC CATATGGCTG CNNNNNA 
   NADPME as2 !!
ENG 71: 1086 bp  
ORIGIN 
            67rev 
1      GAACCCCCCT CCCAAAACCA ATATTTCACG AATCTCCATA CCTCATACTC CGTAACCATA 
61     ACACAAACAC AATCATACAA CCCCATTAAC CAGATATATA AACTGTAATA TAACTCTAAT 
121    TATACAAACT TAAACCACCT ACCAAACTGT AACTCACACG ATATAAACTC ACATACATCA 
181    TCTTAAACAT ATTCAATAAG TTATATCACC AGTAATCTAC TAATCCACTA ACCTCCTTAT 
241    ATTACACCAA CCCCAATCGA ACCCCACCTC CCGTAACACA CCCCATTTTC GGGCATATAA 
301    TGTACGGGTG AGATGCATGA TTTTTCGGGC CCAAATTTGA ACCCCCCTCC CAAAACCAAT 
361    ATTTCACGAA TCTCCATACC TCATACTCCG TAACCATAAC ACAAACACAA TCATACAACC 
421    CCATTAACCA GATATATAAA CTGTAATATA ACTCTAATTA TACAAACTTA AACCACCTAC 
481    CAAACTGTAA CTCACACGAT ATAAACTCAC ATACATCATC TTAAACATAT CCAATAAGTT 
541    ATATCACCAG TAATCTACTA ATCCACTAAC CTCCTTATAT TACACCAACC CCAATCGAAC 
601    CCTAACCACC TTCTAGTAAC ATCCTGCTCC ACGAGTAAAC TCATTTATCA GTATAGAAAT 
661    AGCCACCTCC TGTAGGTATT CATCCTGTTC TTCTCTGCCT ATTGCTATAT AGTGAGCCTG 
721    GGGCACCTCA GGTAGAATGA AGTACATCAG ACATATTATG TTTTTAGCAA CAGTTCCCAG 
781    TTTATCCTTC TGACAGTCCA TAATACTTTG TAGCCTGTCA GCAAATCAGT CTCTTCAGAG 
841    GTTGGCCTTT TTCAGCTTGC TTTTGAGGGA ATGCTATACT CCATGAACAG TCCCATTGTC 
901    CTAAAAGAAC AATCAGCAAA ACAGTGCAAA TGGGTCTGCT CTGCTTTGTG ACCCCAAAGA 
961    GTTAAAGTAT CCAACTCAGA GGAAAACCTC TCTCATCTTT CCTTCTAAGG AAACATCTGT 
1021   GGCTGTAAAA GCAGATCTAA TTTTAGCCCA CCTGCCAATA CTTGGGGCCA TATGGCTGCA 



























Esta deleção pode ser explicada pela formação de uma curvatura na estrutura 
do DNA. Como mostra a figura 32, a maior curvatura no DNA da sequência   
ENG 66 está na região variável do minicírculo, a qual teria sido deletada na 
sequência ENG 69. É possível que esta deleção/recombinação tenha acontecido 




Figura 31. Deleção de parte do kDNA!  integrado no gene da enzima málica. 
Alinhamento das sequências ENG 66 (da ave k1-527) e ENG69 (da ave k1-202), 
indicadas na Figura 30. Note que parte do kDNA integrado em k1-527 foi deletado na 
ave k1-202. Verde: gene; azul: kDNA; amarelo: região de microhomologia. Apenas as 















4) Análises das integrações no locus da distrofina 
 
Integração de minicírculos de kDNA no locus da distrofina foi documentada em 
células somáticas de diversas aves da Família 1, inclusive nas aves k1-207 e k1-202 
do presente estudo  (Guimaro, 2012). Ademais, estudo anterior revelou a possível 
associação deste gene com os múltiplos fatores da patogênese da doença de 
Chagas, traduzindo em insuficiência cardíaca e fraqueza da musculatura esquelética 
(Teixeira e cols, 2011a). O gene da distrofina (Gene ID: 396236, NCBI) é cópia única 
Figura 32. Análise conformacional de sequências de minicírculos de kDNA integradas no gene da 
enzima málica.  a) As tensões que geram curvaturas (linha vermelha) e os teores de C/G (linha 
verde) estão indicadas na sequência ENG 66 (da ave k1-527). Note que a região deletada (caixa) 
corresponde a uma alça de curvatura do DNA. b) Imagem representativa da topologia da quimera 
kDNA- enzima málica. O círculo destaca a curvatura sujeita a deleção. c) A deleção de parte da 
sequência do kDNA resultou em perda de curvatura na molécula de DNA.!Verde: gene da enzima 
málica; azul escuro: região conservada de kDNA; azul claro: região variável de kDNA; amarelo: 
região de microhomologia.  
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localizada no cromossomo 1 da galinha. As análises dessas mutações no locus 
NW_001471534.2 do gene da distrofina foram conduzidas mediante abordagem 
usada para o estudo da enzima málica NADP-dependente.  
Para a identificação de sequências quimeras no locus da distrofina, foram 
conduzidas reações de amplificação pela tpTAIL-PCR, combinando primers de 
kDNA com os primers específicos para a sequência do gene da distrofina, como 
explicado para o gene da enzima málica. O procedimento gerou 16 sequências 
quimeras do gene da distrofina de 8 aves da Família 1. As sequências obtidas estão 
apresentadas no Anexo III. Em vários eventos de integração descritos neste estudo, 
o minicírculo de kDNA inserido no mesmo ponto do gene da distrofina apresentou 
região variável diferente.  
A Figura 33 mostra dois eventos de integrações no genoma de uma ave, sendo 
que, em um deles, a sequência de kDNA aparentemente sofreu deleção. Nesse 
caso, o kDNA foi integrado no mesmo nucleotídeo da sequência da distrofina com 




Figura 33. Diversidade de integrações de kDNA no gene da distrofina de uma mesma ave. 
Alinhamento das sequências EDG-44 e EDG-47, pertencentes à ave k1-224. A sequência de 
kDNA de EDG-47 parece ter surgido da deleção de parte da sequência de EDG-44. Verde: 
gene; azul: kDNA; amarelo: região de microhomologia. Na figura, apenas as concordâncias 
entre as sequências estão em destaque. 
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A análise in silico das sequências representadas na Figura 33 revela que a 
região variável que teria sido deletada apresentava forte grau de curvatura (Figura 
34b e d). A Figura 34c mostra o perfil da sequência posterior à deleção. A análise 
Bend-it sugere o perfil de curvatura da sequência do gene no sítio de inserção do 






















Figura 34. Análise conformacional de sequências quimeras kDNA-distrofina. a) Pontos de tensões 
que geram curvaturas (linha vermelha) e os teores de C/G (linha verde) na sequência original da 
distrofina. Note a inserção a região de inserção do kDNA (círculo azul). b) Idem na sequência 
EDG 44 da ave k1-224, onde a região deletada (caixa) compunha a curvatura do DNA. c) Idem 
na sequência EDG77 da mesma ave, onde teria ocorrido deleção parcial do segmento do kDNA, 
resultando no desaparecimento da curvatura em b.!d) Imagem gerada a partir das curvaturas de 
b com o sítio de deleção (círculo). Em verde, gene; azul escuro, região conservada de kDNA; azul 
claro, região variável de kDNA; amarelo, região de microhomologia. A sequência quimera 
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O alinhamento de sequências do parental e da progênie mostrou homologia 
de 250 pb da região variável de kDNA (Figura 35). Porém, o kDNA da progênie tinha 
a sequência mais longa que a encontrada no parental. A análise Blastn revelou 
homologia do kDNA integrado com E-value 2e-118 e identidade de 98%. Sequências 
de regiões variáveis idênticas (170 pb) também foram documentadas em aves F2 da 
Família 1, mostrando que houve a herança vertical (Mendeliana) da mutação (Figura 
36). Neste caso, a região variável de kDNA foi identificada no banco de dados com 
grau de similaridade E-value 8e-52 e identidade 94%. 
 
 
Figura 35. Herança de kDNA integrado no gene da distrofina. Alinhamento da sequência 
EDG24 da ave F0 k1-527  e da sequência EDG32 da ave F1 k1-202. Note a integração no 
mesmo nucleotídeo (transição da microhomologia em amarelo para o gene em verde), e a 
identidade quase perfeita nas sequências variáveis do kDNA (azul). As homologias estão 
coloridas.  
 
Figura 36. Mutações similares no gene da distrofina em aves F2. Alinhamento das sequências 
EDG76 da ave k1-638 e EDG77 da ave k1-884 descendentes de parental F1 k1-202 e k1-207. 
Note que a integração ocorreu no mesmo ponto (base 999) do gene da distrofina (verde), e 




  Ao se comparar os dados obtidos aqui com as integrações na distrofina em 
células somáticas (Guimaro, 2012), viu-se que as sequências da Figura 36 também 
pareavam com aquela de origem somática do clone DG156 da ave k1-202 (Figura 
37). Na sequência na célula somática, há evidência de hitchhiking (Guimaro, 2012), 












Figura 37. Identificação de mutação similar em células germinativas e somáticas de aves 
congênicas. Alinhamento das sequências de gametas EDG-24 do parental F0 (galo k1-527) e da 
progênie F1 EDG-32 (galo k1-202) com a sequência oriunda de célula somática DG-156 do 
mesmo galo F1 k1-202. As regiões variáves de kDNA (azul) das três sequências são similares e 
estão integradas no mesmo ponto (base 999) do gene da distrofina (verde). A sequência DG156 
da célula somática mostra segmento de outro cromossomo (vermelho) carreado com fragmento 







1. Mapeamento de sequências de minicírculos de kDNA de Trypanosoma 
cruzi integradas em células germinativas de Gallus gallus 
 A demonstração do fenômeno de transferência lateral de minicírculos de 
kDNA introduzidos no genoma de Gallus gallus mediante inoculação do T. cruzi no 
ovo fértil tem implicações biológicas e médicas, no que concerne a evolução e a 
doença de Chagas.  Certamente, a transferência gênica vertical tem o significado da 
herança das mutações, que só podem ser transmitidas para a geração seguinte via 
células da linhagem germinativa (Strachan e cols, 1999). A demonstração clara dos 
fenômenos TGH, subsequentes ao contato do parental com o T. cruzi, e TGV pela 
herança das mutações foi possível com o emprego do modelo trans-filo, pois a ave 
torna-se refratária à infecção após a primeira semana de vida do embrião (Nitz e 
cols 2004; Teixeira e cols 2011a).  Neste estudo, a refratariedade das aves 
originadas de ovos inoculados com T. cruzi foi confirmada pela inexistência de nDNA 
nas aves que retiveram apenas o kDNA do parasito (Figura 11). Na ausência de 
nDNA não pode haver infecção ativa e o kDNA retido só poderia persisistir se 
integrado ao genoma. Com alta sensibilidade a técnica PCR confirmou a integração 
do kDNA na ausência da infecção, mesmo porque os exames que utilizaram primers 
específicos para o DNA nuclear pode detectar até 10 fg de nDNA, ou seja, 
quantidade 24 vezes menor que o DNA total de um só tripanosoma diplóide (Teixeira 
e cols 2011a).  
O mapeamento do kDNA integrado foi feito mediante emprego da tpTAIL-
PCR (Figura 14), e os eventos de integração documentados confirmam e ampliam o 
conhecimento sobre um fenômeno que não pode ser considerado como raro na 
natureza, visto que TGH e TGV foram documentados inexoravelmente em todas as 
aves parentais eclodidas de ovos inoculados com T. cruzi  e nas progênies. Neste 
estudo, os eventos de integração identificados pela tpTAIL-PCR foram sequenciados 
e as identidades reconhecidas em banco de dados servem de apoio à informação de 
que os fenômenos TGH e TGV ocorrem, até agora, em todos os casos em que um 
indivíduo é infectado pelo T. cruzi. Eventos de TGH sempre ocorreram na natureza, 
e os resultados discutidos neste trabalho documentam e expandem ao detalhe a 
adaptabilidade e a flexibilidade existentes do genoma (Teixeira e cols, 2011b).  
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 A base da discussão dos dados desta dissertação repousa no fato de que 
sequências de minicírculos de kDNA foram encontradas em aves nascidas de ovos 
inoculados com T. cruzi, cujas sequências retidas no genoma foram transferidas 
para todas progênies de três famílias estudadas (Figura 11). O kDNA persistente 
nas gerações F1, F2 e F3 é a herança transmitida do parental para os 
descendentes. As análises das células da linhagem germinativa (ovócitos e sêmen) 
que se procederam neste estudo, permitiram a documentação da herança do DNA-
exógeno transferido do parental F0 para as progênies F1, F2 e F3. 
 As integrações de minicírculos de kDNA foram encontradas com frequência 
nos elementos transponíveis do genoma da ave. Entre esses, foram mais frequentes 
as integrações nos elementos não-LTR (Tabela 3), principalmente no elemento CR1. 
29% das integrações ocorreram em regiões codificadoras do genoma. 
Interessantemente, em 9% dos casos, as integrações ocorreram em elementos CR1 
contidos numa região gênica (Figura 13). A documentação de grande número de 
eventos de integração de kDNA em elementos retrotransponíveis indica que esta é 
uma região preferencial de inserção. Esse fato pode estar relacionado às alterações 
intragenômicas que antecipam possíveis distúrbios de ruptura de tolerância 
imunológica e autoimunidade (Tighe, 2002; Goodnow, 2007). Ademais, os dados 
obtidos neste estudo corroboram os dados em humanos  que mostram que o 
elemento retrotransponível LINE-1 é sítio preferido de TGH (Hecht e cols 2010, 
Teixeira e cols, 2011b). É possível que este conhecimento venha a ser ampliado 
com a obtenção do sequenciamento total de genomas, visto que a abordagem deste 
estudo empregou primers específicos para retrotransposons na reação de tpTAIL-
PCR. 
A distribuição da frequência dos sítios de integração nos diversos 
cromossomos das células germinativas da galinha foi semelhante à encontrada para 
células somáticas (Guimaro, 2012). Entretanto, o número de integrações no 
cromossomo 1 (Figura 12) foi maior neste estudo (26%) do que nas células 
somáticas (16%). A frequência elevada de integrações neste cromossomo tem duas 
possíveis explicações. Primeiro, os macrocromossomos são mais ricos em regiões 
de elementos transponíveis (Burt, 2005), e isto favoreceria integrações de kDNA 
nestes cromossomos. Segundo, foram encontradas várias integrações no mesmo 
locus em aves das três famílias. O caso mais interessante é o do gene da enzima 
málica NADP-dependente mitocondrial, localizado no cromossomo 1. As 15 
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mutações encontradas neste gene indicam que este é um hotspot para a inserção 
do kDNA. Este achado explica porque houveram tantas integrações no cromossomo 
1.   
Em adição às integrações frequentes no gene da enzima málica, várias outras 
aves tiveram um alto índice de integração de kDNA em regiões específicas do 
genoma (Figuras 19 e 20). Algumas dessas aves não tinham parentesco, e, então, a 
integração do kDNA naqueles sítios, independentemente da família de sua 
procedência, significa que se tratava de hotspot. Eventos deste tipo foram 
documentados no locus NW_003763668.1 que codifica a proteína PTHB1 (Figura 
19), relacionada à ciliogênese (Nachury e cols, 2007), e no locus!NW_003763785.1 
que transcreve o fator SOX-6, relacionado ao desenvolvimento muscular esquelético 
e cardíaco (Cohen-Barak e cols, 2001). O papel que os eventos de integração 
nesses sítios de integração poderiam ter na patogênese da doença de Chagas não 
pode ser subestimado. Por exemplo, o fator de transcrição SOX-6 tem se 
apresentado como um supressor da transcrição durante a miogênese. O knockout 
deste gene leva a um aumento na expressão de várias proteínas estruturais 
importantes no desenvolvimento da musculatura cardíaca (miosina-6 e troponina T 
tipo 2) e esquelética. A perda de Sox6 é relevante em doenças musculares 
degenerativas e em cardiopatias (An e cols, 2011). Mutações neste gene se 
associam a miopatias (Hagiwara e cols, 2000). Desta forma, as integrações de 
kDNA nas sequências do SOX6 podem ser um dos fatores de reversão do estado 
fisiológico para o fisiopatológico e de promoção de doenças associadas com 
alterações genéticas.  
As análises das sequências quimeras nos sítios das mutações quase sempre 
tinham região de microhomologia de sequência com complementaridade de kDNA-
DNA hospedeiro. A microhomologia rica em CA sempre correspondia aos blocos de 
motivos repetidos (CSB1, CSB2, ou CSB3) na região conservada do kDNA. Esses 
sitios de complementaridade do DNA hospedeiro podem ser considerados 
definidores do sítio de integração do kDNA no genoma. A Figura 26  ilustra 
microhomologia no genoma hospedeiro semelhante àquelas da região conservada 
do kDNA, verdadeiro sinal aberto para integração de DNA exógeno. A estrutura e o 
mecanismo de integração de kDNA exibe caráter parcialmente semelhante ao de 
LINE-1 (Figura 7). A Figura 38 mostra um modelo de integração do kDNA, 
sustentado na integração no gene da enzima málica (Figura 26). O modelo 
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apresentado pode ser adaptado na expectativa de servir para vários outros eventos, 
identificados ou ainda não-identificados, de integração de DNA exógeno. 
!O estresse produzido pela infecção seria um fator de quebra (double strand 
break - DSB) da fita dupla do DNA (Hecht e cols, 2010). No genoma humano, foi 
demonstrado que a ocorrência de DSB não é aleatória, pois seria influenciada pela 
ambiência no local da quebra. Assim, a presença de estruturas secundárias, do tipo 
de alças e curvaturas do DNA, também serviria como pontos eletivos de DSB  e 
integração (Kusakabe e cols, 2001; Chen e cols, 2010). Tais aspectos 
configuracionais criariam sítios eletivos (hotspot) de integração de kDNA. 
Figura 38. Provável mecanismo de integração do minicírculo de kDNA no genoma do 
hospedeiro. Modelo construído com base na Figura 26, cujo evento de integração ocorreu no 
locus NW_003763650.1. A quebra de dupla fita possibilita o pareamento da região conservada 
do minicírculo com microhomologia no genoma hospedeiro. Verde: genoma da galinha; azul 




De fato, análises da conformação do DNA do gene da enzima málica mostram 
que a inserção do kDNA se deu em um ponto com curvatura intrínseca da 
sequência, como ilustrado na Figura 27. Já existem relatos de que regiões com forte 
curvatura do DNA são hotspots para integrações de retroelementos LINE1 e DNA 
viral. No entanto, não se sabe ainda o porquê da preferência por estes sítios. Pode 
ser que o elemento a ser integrado já reconheça os sítios dobrados, ou ainda, que a 
flexibilidade do sítio alvo aumenta a eficiência da reação ao diminuir a quantidade de 
energia necessária para gerar a curvatura (Noah e cols, 2006). No caso do gene da 
distrofina, a inserção se deu aparentemente de forma independente à curvatura do 
DNA (Figura 34a). 
 
2. A relevância das integrações nos dois sítios estudados: enzima málica 
NADP-dependente e distrofina 
Neste estudo, dois sítios de integração receberam atenção especial. O sítio 
da enzima málica NADP-dependente, mitocondrial, foi escolhido pela frequência de 
integrações neste locus nas aves das três famílias. O gene da distrofina foi escolhido 
devido à sua importância na patologia da doença de Chagas, como sugerido em 
outro estudo com Gallus gallus (Teixeira e cols, 2011a).  
Análises do banco de dados NCBI mostrou que o kDNA se inseriu, em ambos 
os casos, na região do íntron daqueles genes. Ainda assim, as integrações podem 
interferir na função gênica, visto que inserções de elementos de DNA exógeno em  
íntron pode levar à quebra do gene, podendo gerar proteínas truncadas nas 
extremidades, levando as alterações funcionais (Belancio e cols, 2009). 
 
2.1) Integração na enzima málica NADP dependente. 
Certos produtos de tpTAIL-PCR que foram obtidos revelaram que a enzima 
málica é um hotspot de integração do kDNA, pois a mesma mutação foi encontrada 
em diversas aves nascidas de ovos inoculados com T. cruzi e nas progênies  
(Figuras 28 a 32). A condução da PCR com primers específicos em ave controle 
mostrou que a sequência do gene na quimera é homóloga à sequência depositada 
no banco de dados do NCBI, e as poucas diferenças pontuais foram explicadas 
pelas diferenças raciais (Figura 25). A mutação no gene de qualquer dessas 
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enzimas tem o potencial de comprometer o funcionamento de vias metabólicas ou 
anabólicas, com repercussão na função do órgão. 
A enzima málica mitocondrial NADP-dependente, também chamada de ME3,  
está envolvida no metabolismo do carbono e do piruvato (ciclo de Krebs). Estudos 
mostram que sua expressão é maior no coração, músculo esquelético, cólon, rim, 
cérebro, e também tem uma expressão significativa em ovários e testículos (Loeber 
e cols, 1994). A principal função do ciclo do ácido cítrico (ou ciclo de Krebs) no 
coração é oxidar grupos acetila para gerar equivalentes redutores (NADH e FADH2), 
que são usados para síntese de ATP. A depleção deste ciclo resulta num rápido 
declínio da função cardíaca, com hipertrofia do miocárdio e susceptibilidade a lesões 
(Gibala e cols, 2000). 
Diversos estudos apontam a importância da mitocôndria na função da célula 
cardíaca. Esta organela é, no coração, a principal fonte de energia na forma de ATP, 
e também é a principal fonte de estresse oxidativo (Nickel e cols, 2013). O 
desenvolvimento e a progressão de doenças cardíacas têm sido comumente 
associados a alterações energéticas do miocárdio, relacionadas com uma 
desregulação do funcionamento da mitocôndria (Huss e Kelly, 2005).  
A enzima málica está intimamente envolvida neste processo, pois, é uma das 
enzimas envolvidas na produção de NADH e NADPH. Estas moléculas são 
importantes na produção de ATP e também na eliminação de espécies reativas de 
oxigênio (Nickel e cols, 2013). Uma mutação que inviabilize o funcionamento desta 
enzima málica levaria a um estresse oxidativo no miocárdio, e também a uma 
diminuição na produção do ATP. Isto resultaria numa hipertrofia das fibras cardíacas 
e sintomas característicos de insuficiência cardíaca. A desregulação bioenergética 
do miocárdio e o desequilíbrio de agentes oxidantes e anti-oxidantes pode ser um 
dos agentes da patofisiologia da insuficiência cardíaca, que se instala no curso da 
cardiomiopatia chagásica crônica (Báez e cols, 2011).  
O coração sadio possui diversos mecanismos de obtenção de energia, o que 
lhe garante uma flexibilidade metabólica. Esta flexibilidade é prejudicada quando há 
patologias do coração (Taegtmeyer e cols, 2004). Mecanismos que reponham os 
intermediários do ciclo do ácido cítrico tem um papel importante no coração 
hipertrofiado. Anaplerose é o nome que se dá a uma via que reabastece um ciclo 
metabólico. Uma das principais enzimas envolvidas na anaplerose cardíaca é a 
! 81 
enzima (ME1) málica NADP dependente citosólica (Gibala e cols, 2000; Des Rosiers 
e cols, 2011).  
 A enzima málica citosólica NADP-dependente é mais amplamente estudada 
que sua variante mitocondrial (ME3), mas ambas apresentam similaridades 
estruturais e provavelmente funcionais (Loeber e cols, 1994). Como esta enzima 
apresenta uma função muito importante na anaplerose do coração, uma mutação 
que inviabilize sua função pode resultar em insuficiência cardíaca. Estudos mostram 
que a desregulação da anaplerose pode ser um fator crítico no metabolismo de 
doenças cardíacas em humanos. Diversas doenças genéticas que apresentam 
cardiomiopatia aguda e crônica com disfunção contrátil estão relacionadas a um 
desequilíbrio entre a anaplerose e o efluxo de intermediários do ciclo do ácido cítrico 
(Des Rosiers e cols, 2011). 
 Alterações no funcionamento mitocondrial também foram descritas no 
coração distrófico. Estas alterações precedem a cardiomiopatia típica em indivíduos 
com mutação no gene da distrofina (Burelle e cols, 2010).  Em adição à mutação na 
enzima málica, foram encontradas integrações em outros genes importantes do 
metabolismo, como a piruvato dehidrogenase quinase (NW_001471534.2), 
indicadas nas Figuras 16 e 20. A alteração metabólica cardíaca, mediada pela 
integração do kDNA em várias enzimas, pode ter um papel na patologia da doença, 
mas esses fatores ainda são pouco estudados. 
 
2.2) Integração no gene da distrofina 
 A distrofina é uma proteína intracelular, em forma de haste, com quatro 
domínios funcionais. Ela está localizada na superfície interna do sarcolema, e 
interage com os filamentos de actina em sua extremidade N terminal, e liga o 
citoesqueleto na membrana celular. O domínio C-terminal está ligado a múltiplas 
proteínas, formando o Complexo Proteico Associado a Distrofina (DAPC). A 
integridade deste complexo proteico é crucial para que a miofibra resista ao estresse 
mecânico gerado pelos sarcômeros (Rahimov e Kunkel, 2013).   
Sabe-se que mutações no gene da distrofina resultam em danos na 
membrana e necrose associados com a inflamação crônica e degeneração 
muscular. A mutação no gene da distrofina pode contribuir para a patogênese de 
cardiomiopatia e insuficiência cardíaca. O silenciamento da distrofina já foi 
observada em diferentes formas de cardiomiopatias adquiridas (Prado e cols, 2012). 
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Como mostram os dados do presente trabalho, integrações de kDNA no gene 
da distrofina foram encontradas em oito aves da Família 1. Estudos com 
camundongos infectados com T. cruzi mostram que os níveis de distrofina diminuem 
no coração, e isto leva depois ao desenvolvimento de cardiomiopatia (Prado e cols, 
2012). É possível que a inserção de kDNA seja o fator da redução dos níveis da 
distrofina que se tem observado no coração em modelos animais da doença de 
Chagas. Esta mutação estaria associada à patologia inflamatória típica da doença, 
fraqueza muscular, cardiomegalia e falência cardíaca (Teixeira e cols, 2011a). A 
mutação no gene da distrofina se acompanha de reação inflamatória persistente que 
acelera a progressão da doença. Esses componentes da patologia também estão 
presente nas distrofias musculares de Duchenne e Becker, cuja causa genética é a 
mutação no gene da distrofina. (Prado e cols, 2012). 
 
Não obstante o encontro de mutações de kDNA em genes que transcrevem 
proteínas com importantes funções no crescimento e diferenciação celulares, e, 
também, na fisiologia das celulas musculares, particularmente nas células do 
coração, muitas aves com essas mutações não apresentavam repercussão clínicas. 
Aves que apresentaram cardiomegalia possuíam mutações múltiplas detectadas 
pela tpTAIL-PCR principalmente nos genes da enzima málica, distrofina, fator de 
transcrição SOX6, proteína PTHB1, teneurina, tirosina fosfatase mu, proteína tipo 
retinoblastoma 1, piruvato dehidrogenase quinase, em retrotransposons  CR1, 
Gypsy e Hitchcock e em transposons de DNA. Não foi detectada nenhuma ave com 
todas estas mutações, mas em todas as aves com aumento do peso do coração 
pelo menos duas destas mutações estavam presentes. Essa relação sugere que a 
patogenia é desencadeada pela integração de kDNA em múltiplos loci do genoma, e 
não apenas em um locus específico. 
 
 
3. A herança do kDNA: estudo em famílias 
Como as gerações F1, F2 e F3 das aves não tiveram em contato com o 
Trypanosoma cruzi, as sequências de minicírculos de kDNA retidas nestas aves 
devem ter sido transmitidas verticalmente pelos parentais que as adquiriram 
intraovo. Desta forma, seria esperado encontrar as mesmas mutações nas aves da 
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mesma família de acordo com a herança Mendeliana. Entretanto, os produtos de 
tpTAIL-PCR com primers específicos de elemento CR1 ou com primers em genes 
específicos revelaram integrações de kDNA no mesmo locus de aves da mesma 
familia, mas, na maioria dos casos, a região variável do minicírculo do kDNA 
integrado era diferente. Quando diferentes regiões variáveis eram documentadas em 
parental e nas progênies da mesma família, tal diferença era considerada como 
herança não-Mendeliana. A explicação para a herança não-mendeliana (sequência 
variável de minicirculo integrado no parental diferente daquela na progênie) pode ser 
devido à transposição e recombinação do DNA exógeno na progênie, ou o kDNA 
integrado e mobilizado durante a transposição do elemento ativo determinou 
recombinação e remodelamento na estrutura do minicírculo ou parte da quimera. A 
diferença ainda pode ter ocorrido pela integração de minicírculos diferentes de 
kDNA. Os próximos itens discutem essas possibilidades em casos específicos. 
 
 
3.1. A sequência de minicírculo integrada no parental pode não ser a mesma 
encontrada na progênie. !
É sabido que no cinetoplasto do T. cruzi existe uma heterogeneidade de 
cópias de minicírculos (Myler, 1993). Assim, durante a infecção, é possível que uma 
grande variedade de minicírculos de kDNA seja inserida nas células embrionárias 
até o oitavo dia, quando o parasito é eliminado do organismo. A formação das 
gônadas já é visível desde o dia 3,5 do estágio embrionário (Smith e Sinclair, 2004), 
mas a diferenciação de ovócitos e espermatogônias só ocorre no 8º e 13º dia, 
respectivamente (Nakamura e cols, 2013). Desta forma, é possível que cada gameta 
numa mesma ave apresente integrações de diferentes minicírculos de kDNA em 
suas células germinativas primordiais. Este aspecto de mosaico genético é sugerido 
nas Figuras 17 a 20.  
Nos hotspots de integração podem ocorrer integrações de minicírculos com 
diversidade de sequências em células primordiais diferentes que darão origem à 
espermatogônia e à ovogônia. Sendo assim, os gametas terão pouca chance de 
apresentar os mesmos minicírculos integrados no genoma.  À medida que as 
integrações encontradas no parental e na progênie têm origem em células 
germinativas com imensa diversidade de regiões variáveis nos minicírculos 
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integrados, a diversidade genética procede sem limite conhecido. Em outras 
palavras, cada  gameta já tem seu padrão diferenciado de sequência de minicírculo 
antes da  fecundação, e a grande quantidade de diferentes padrões de mutações de 
kDNA caracteriza a possibilidade de diversidade genética quase infinita. Essa 
interpretação dos resultados tem base na apreciação da presença de regiões 
variáves de kDNA constantemente diferentes nas mutações detectadas pela tpTAIL-
PCR. Essa é uma explicação possível para a observação de diferenças entre as 
sequências variáveis de kDNA nas aves da mesma família. A Figura 39 esquematiza 
esta hipótese. Adicionalmente, a imensa diversidade de sequências variáveis de 
kDNA observada nas mutações também pode ser potenciada pela integração de 
diferentes minicírculos em fitas opostas de dois pares de cromossomos. 
No exemplo esquematizado na Figura 23a, mutações no mesmo locus de 
células somáticas e germinativas tinham as sequências de kDNA diferentes. As 
sequências do esquema foram oriundas da ave k1-527 nascida de ovo inoculado 
com T. cruzi no estágio de epiblasto, antes da incubação. Como é esperado que 
esta ave seja um mosaico genético, é perfeitamente possível que estas sequências 
representem dois eventos de integração em alelos diferentes do mesmo locus no par 
daquele cromossomo. A Figura 23b ilustra o mesmo fenômeno, mas a sequência de 
minicírculo de kDNA integrada originada do esperma da ave F0 e da célula somática 
da ave F1 pode ter seguido o padrão sugerido na Figura 39. Por fim, o cenário 
apreciado no mapeamento do genoma das aves mutadas pode ser apenas uma 
parcela do total das mutações no mosaico genético produzido pela diversidade de 
minicírculos de kDNA do T. cruzi. O reconhecimento total do mosaico requer o 
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Figura 39. Diversidade de minicírculos integrados no mesmo locus genético. Durante a 
infecção intra-ovo, sequências de minicírculos diferentes integram em células germinativas 
primordiais do embrião, produzindo linhagens diferentes de gametas. Na fecundação, dois 
gametas (ovócito e espermatozóide) de linhages desconhecidas contribuem com minicírculos 
diferentes que se integram em alelos hotspots em alelos de cada cromossomo, do mesmo par. 
Então, a integração detectada na progênie pela técnica da tpTAIL-PCR pode gerar duas 
integrações diferentes no  mesmo locus do par de cromossomo. 
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3.2) Mobilização do kDNA integrado 
 
O mesmo minicírculo identificado pela sua região variável foi encontrado 
integrado em loci diferentes da mesma ave, em células germinativas (Figuras 21 e 
22) ou em células somáticas e germinativas de parental e progênie (Figura 24). É 
possível que essas quimeras kDNA-DNA hospedeiro com a mesma sequência de 
minicírculo sugira a eletividade de famílias de mínicirculos para eventos de 
integração.  
Mas a translocação do kDNA de um locus para o secundário já foi 
documentada (Simões-Barbosa e cols 2006). Esta atividade dependente de 
transcriptase reversa endógena em CR1, o que deveria ser rara devido a presença 
de apenas poucas cópias desse elemento ativo no genoma de aves (ICGSC, 2004). 
Entretanto a mobilização do minicírculo para o segundo locus pode ser identificada 
pela presença de microhomologias (principalmente aquelas ricas em CA) nos blocos 
CSB1, CSB2, e CSB3 nas regiões conservadas do kDNA e no genoma da ave 
(Teixeira e cols, 2012). !
A atividade mobilizadora dos elementos retrotransponíveis está associada a 
origem de mutações produzidas endogenamente, como aquelas que aparecem em 
algumas doenças genéticas. Nesses casos se tem sugerido que a patologia resulta 
de rupturas de ORFs e perda da função ou regulação do gene. Tem sido observado 
que esta atividade mutagênica é mais frequente em células germinativas que em 
células somáticas (Belancio e cols, 2009). No nosso estudo a média de mutações 
em células germinativas (4,3 ± 2,1 por ave) foi similar àquela (5 ± 3 por ave) obtida 
em células somáticas (Guimaro, 2012). 
É possível que o kDNA integrado tenha atividade similar àquela de elemento 
transponível não autônomo, locomovendo-se de uma região para outra do genoma. 
A documentação de hitchhikings  mostra a mobilização do kDNA contínuo com 
fragmento truncado de LINE-1 (Simões-Barbosa e cols 2006; Hecht e cols 2010), de 
maneira similar a SINEs.  
Em camundongos, foi demonstrado que eventos de retrotransposição são 
comuns durante a embriogênese (Kano e cols, 2009). Também, a presença de 
transcritos de CR1 foi documentada em embriões e ovário de galinha (Shapira e 
cols, 1991). Como a infecção com o T.cruzi e, consequentemente, a integração do 
kDNA ocorreria durante a embriogênese, a atividade de transposição dos elementos 
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transponíveis também pode significar fator de disseminação do kDNA por todo o 
genoma (Figuras 21, 22 e 24). Este fator também contribuiria para a presença da 
mesma sequência de kDNA em genes diferentes na mesma ave F0, e também nas 
progênies F1, F2, F3. Como mostra a Figura 21, em muitos dos casos encontrou-se 
integração da mesma sequência variável de minicírculos em retrotransposon CR1. 
Talvez este retrotransposon tenha carregado aquela sequência para integrações de 
novo no embrião. A atividade de retrotransposons foi observada em gansos e outras 
aves aquáticas (John e Quinn, 2008). Sobre a possibilidade de ativação de CR1 
antes inativo mediante integração do kDNA, não há como descartá-la.  
As nossas observações e as citações acima descrevem mosaicismos mais 
frequentes em células tronco primordiais durante a embriogênese. A presença de 
mosaicismo significa herança não-Mendeliana porque sua estrutura nas progênies 
foi modificada pela atividade de retrotransposição, recombinação e remodelamento 
do genoma no locus mutado (Kano e cols 2009). Com essa explicação, é possível 
compreender a presença de quimeras diferentes nos progenitores e na prole. 
 
3.3) Recombinações nas quimeras 
 
 Neste estudo, foram encontradas mutações similares em aves da mesma 
família e também numa mesma ave, porém, com indício de algum tipo de 
recombinação (Figuras 30, 31, 33). Talvez, a explicação para a recombinação esteja 
na estrutura da  região variável do kDNA rica em motivos de nucleotídeos repetidos. 
Nota-se alto teor de C+G nas regiões deletadas  (linha verde das Figuras 32 e 34). 
Sabe-se que motivos de DNAs repetitivos servem como substratos para rearranjos, 
deleções, inversões e translocações (George e Alani, 2012). Os elementos 
repetitivos tendem a formar estrutura tridimensional no DNA, tais como grampos, 
triplexes e tetraplexes (Wells e cols, 2005). Tais estruturas promovem quebra de 
dupla fita de DNA (DSB) em sítios eletivos de integração, recombinação e rearranjos 
que antecedem remodelamento do locus genômicos (Bacolla e cols, 2006). Estes 
rearranjos, incluem os eventos de expansão, deleção, replicação e reparo de 
sequências do DNA recombinado. A instabilidade da sequência replicada, 
decorrente de motivos repetidos, geralmente é considerada o maior fator 
influenciador das recombinações genéticas.  
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 Adicionalmente, o deslizamento de fitas de DNA repetitivo complementar leva 
a formação de alças (loops) em forma de grampo (hairpins) que atrasam a atividade 
da DNA polimerase, facilitando o aparecimento das mutações (Wells e cols, 2005). 
Particularmente, nas células germinativas, a taxa de mitose e meiose é alta, e isto 
possibilita as recombinações. Estudos em linhagens germinativas mostraram que 
sequências repetitivas tem propensão à instabilidade, condição essa que propicia 
remodelamentos (Bacon e cols, 2001). Isto pode explicar o rearranjo do kDNA em 
células germinativas de um mesmo indivíduo, no parental ou na progênie.  
A análise in silico das sequências das Figuras 31 e 33 mostrou que a região 
deletada de kDNA correspondia a uma curvatura na dupla fita do DNA (Figuras 32 e 
34). Na sequência, os motivos estruturais repetidos em fase com a hélice do DNA 
formam moléculas de DNA intrinsicamente curvadas. A curvatura é gerada pelas 
pontes de hidrogênio entre os nucleotídeos repetitivos (Crothers e cols, 1990). A 
conformação do DNA é importante para o funcionamento de diversos processos 
biológicos e os sítios com curvaturas (bends) estão relacionados com regiões onde o 
DNA e proteínas interagem (Gimenes e cols, 2008). Tais bends foram identificados 
como sítios preferenciais de ligação de proteínas que clivam o DNA, inclusive a 
topoisomerase II (Milot e cols, 1992). Interessantemente, esta enzima também é a 
responsável pela decatenação da rede de minicírculos no cinetoplasto (Liu e cols, 
2005; Shapiro e Englund, 1995) e seu papel no mecanismo de integração do kDNA 
no genoma do hospedeiro fica assegurado. 
As Figuras 32 e 34, entretanto, mostram que a região de curvatura dupla fita 
do minicírculo ou do DNA hospedeiro pode ser deletada. Já existem relatos que 
correlacionam as curvaturas intrínsecas com eventos de recombinação de DNA, 
além de facilitar eventos de replicação, transcrição (Man-Li e cols, 2002) e 
compactação do nucleossomo (Kiyama e Tifonov, 2002). As curvaturas são sítos de 
instabilidade (sítios frágeis) onde ocorrem quebra, deleção e recombinação (Palin e 
cols, 1998; Barbosa e cols, 2008). A organização espacial de um gene no núcleo 
pode definir hotspots de eventos que antecipam o remodelamento final. Neste 
sentido, sabe-se que o gene da distrofina tem um hotspot para deleção num loop de 
DNA na matriz nuclear (Iarovaia e cols, 2006).  
O evento de duplicação de uma região variável inteira de kDNA foi 
documentado na Figura 30. Não se pode afirmar se a duplicação ocorreu na geração 
F2, como mostra a sequência ENG71, ou se ocorreu nas gerações anteriores, e 
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apenas não foi detectada por meio da tpTAIL PCR. A esse respeito, o evento mostra 
que o kDNA integrado no genoma passa por uma série de eventos que inclui 
translocação, deleção, recombinação e remodelamento nas sequências quimeras no 
sítio da mutação. O produto final exibe o que resultou da integração da sequencia 
original do DNA exógeno, constantemente sujeito a outros eventos engenheirados 
na ultima ambiência do hotspot atual. Em resumo, a discussão acrescenta 
informação sobre a diversidade genética sem limite sobre o tipo de herança não-
Mendeliana nas aves das familias analisadas.   
 
3.4) Herança e fixação do kDNA 
 
 As Figuras 29 e 35 mostram dois casos onde foi possível verificar a mesma 
mutação de kDNA no gene parental e na progênie: uma no gene da enzima málica, 
e outra no gene da distrofina. Ao que tudo indica, tais sequências encontradas nas 
aves F1 ou F2 foram herdadas integralmente de seu ancestral, comprovando a 
transmissão vertical do kDNA. Também foi encontrada duas integrações com a 
mesma sequência de kDNA no gene da distrofina entre aves irmãs (Figura 36). 
Estas aves devem ter herdado estas mutações de um mesmo ancestral comum. 
 Estes resultados mostram que existe a fixação da mutação do kDNA no 
genoma hospedeiro. Mostra também que a mutação é transmitida via células 
germinativas para a progênie, onde podem ser localizadas nas células das linhagens 
germinativa e somática na progênie (Figura 37). Não obstante a raridade de 
mutações iguais nos parentais e na progênie, nas famílias do estudo, foi possível 
revelar tais mutações quando a tpTAIL-PCR foi conduzida com aneladores 
específicos para sequências de genes, direcionando a cópia para aquela região 
previamente mutada. Neste estudo, o achado da mesma mutação no parental e na 
progênie comprova que, ocasionalmente, o padrão de herança Mendeliana do DNA 










1. A análise do DNA de células germinativas de aves congênicas de três 
famílias mostrou que sequências de minicírculos de kDNA de Trypanosoma cruzi 
integram em vários loci e que as mutações fixadas no genoma podem ser herdadas 
pelas progênies. Entretanto, foi observado que frequentemente as mutações num 
mesmo locus de integração eram estruturalmente diferentes. O fato documentado 
sugeriu a herança não-mendeliana do kDNA. Porém, ocasionalmente, raros eventos 
de integrações em genes específicos mostram padrão Mendeliano de herança.   
2. Algumas mutações analisadas foram mobilizadas para um segundo local 
do genoma, pela transposição do minicírculo integrado para o mesmo ou para outro 
cromossomo.  
3. As características estruturais do kDNA integrado em regiões de 
microhomologias no genoma hospedeiro explicam a mobilização, recombinação, 
deleção, truncamento e remodelamento das sequências integradas. No conjunto, 
essas modificações são importantes para aumentar a diversidade genética.  
 4. A análise da integração do kDNA no locus da enzima málica NADP-
dependente mitocondrial revelou este hotspot eletivo de inserção. Diversas 
implicações clínicas e fenotípicas podem surgir a partir desta integração. Estudo 
clínico e bioquímico-molecular genético pode revelar o real signficado fisiopatológico 
desta mutação. 
5. A combinação de multiplas integrações em diferentes loci foi observada em 
muitas aves, podendo orquestrar efeito fisiopatológico que não ocorreria em ave 
com uma ou duas mutações.  !!!!!!!!!!!!!!
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VIII. ANEXO I 
 
Tabela A1. Seqüências de DNA de Gallus gallus com integração de minicírculo de kDNA de T. cruzi. 




somo Locus E-value Identidade 
1 K1-527(F0) EG13 415-742 1-449 TATAATGTACGGGTGAGATGC 3e-20 5 
NW_003763785.1 
( Fator de 
transcrição SOX-6) 
0.0 98% 
  EG14 185-470 1-197 GACGCCCCCTCCC 2e-140 2 
NW_003763668.1 
(Proteína PTHB1) 2e-84 95% 
  EG15 189-468 1-197 CCCCCTCCC 9e-09 2 
NW_003763668.1 
(Proteína PTHB1) 2e-77 92% 





isoforma 1 ou 2) 
2e-84 98% 
  EG18 76-130 1-104 
ACCAATTTCACATCACAACCCAAAC
CCAT 7e-19 4 
NW_003763735.1 
(Indeterminado) 3e-31 91% 
  EG21 53-346 1-63 AAGACCGCCCC 3e-137 5 
NW_003763785.1 
(Indeterminado) 9e-24 98% 
1 K1-583(F1) EG22 1-62 53-323 CAATCGAACC 5e-20 1 NW_003763650.1 (Teneurina-4) 2e-125 98% 







1 K1-207(F1) EG211 1-250 233-393 ACCAACCCCAATCGAACC 3e-67 3 NW_001471673.2 (Indeterminado) 6e-71 98% 
  EG214 1-192 178-260 GTACGGGTGAGATGC 9e-79 1 
NW_003763482.1 
(Indeterminado) - 
684pb próx a 
protease serina 6 
transmembrana 
5e-25 92% 
1 K1-224(F1) EG33 117-185 1-127 TACACCAACCC 7e-16 Ind NW_003771790.1 (Indeterminado) 2e-41 91% 
  EG35 1-245 222-514 GTCGAACGCCCCTCCCAAAACCAA 4e-144 15 
NW_003763985.1 
(Indeterminado) 3e-121 99% 
1 K1-202 (F1) EG11 898-1241 1-914 GAACCCCCCTCCCAAAA 3e-75 Ind 
NW_003780056.1 
(Indeterminado) 0.0 97% !
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somo Locus E-value Identidade 
1 K1-202 (F1) EG12 108-810 1-121 CCCTTCCCAAAACC 1e-86 14 
NW_001471454.1|
Gga_WGA202_2 
(Similar à proteína 
KIAA1691) 
3e-40 98% 







  EG48 1-83 63-583 ACCAACCCCAATCGAACCCCA 1e-23 3 
NW_001471673.2 
(Indeterminado) 0.0 99% 
  EG51 1-83 55-125 
ACCATAACACCAACCCCAATCGAA
CCCCA 3e-24 28 
NW_003764302.1 
(Indeterminado) 3e-06 92% 
  EG53 1-141 107-293 
AATATAACTCTAATTACACCAACCC






1 K1-603 (F2) EG38 263-556 1-286 CTGAACCCCCCTCCCAAAACCGCA 5e-143 2 
NW_003763673.1 
(Indeterminado) 3e-120 94% 
  EG40 153-444 1-162 GAACGCCCCT 1e-143 6 
NW_003763812.1 
(Similar a atractina 
1, isoforma 2) 
9e-76 99% 
  EG42 58-350 1-73 TGAAAGCCCCCTCCCAA 5e-147 1 
NW_003763464.1 
(Indeterminado) 5e-21 90% 
  EG43 1-39 39-330 G 7e-145 4 
NW_003763735.1 
(Indeterminado) 2e-12 94% 
  EG44 299-600 1-321 CAGGAACGATGAAGCCCCCTCCC 8e-147 6 
NW_003763812.1 
(Indeterminado) 3e-152 98% 





  EG65 1-169 153-348 CCAACCCCAATCGAACC 6e-57 9 
NW_003763840.1 
(Indeterminado) 1e-91 98% 
  EG66 1-276 267-391 CAATCGAACC 2e-70 5 
NW_003763785.1 
(Tetraspanina 18) 9e-56 99% 
1 K1-638 (F2) EG68 115-400 1-124 GAACCCCCCT 2e-140 13 
NW_003763912.1 
(Indeterminado) 1e-40 91% 
  EG70 132-417 1-140 GACCCCCCC 2e-140 Ind 
BX640540.3 
(Indeterminado) 6e-39 86% 
  EG71 399-688 1-420 GAACGCCCCTCCCAAAACCAAA 6e-137 25 
NW_003764242.1 
(Indeterminado) 0.0 97% 
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somo Locus E-value Identidade 





  EG74 204-284 1-210 CATAATG 4e-27 2 
NW_003763661.1 
(Indeterminado) 1e-103 100% 
















  EG78 1-278 267-433 CCCAATCGAACC 9e-126 2 
NW_003763680.1 
( Similar a proteína 
tirosina fosfatase 
mu semelhante a 
receptores) 
1e-74 98% 
  EG82 39-326 1-49 GACGGCCCCTC 1e-140 4 
NW_003763735.1 
(Indeterminado) 2e-12 94% 
  EG83 264-551 1-277 GAACGCCCCTCCCA 2e-141 12 
NW_003763892.1 
(Indeterminado) 2e-135 99% 
  EG84 30-317 1-37 GAAGGCCC 1e-141 5 
NW_003763748.1 
(Indeterminado) 2e-07 97% 
1 K1- 652 (F2) EG87 1-607 588-637 ACACCAACCCCAAACGAACC 0.0 1 
NW_003763496.1 
(Indeterminado) 5e-05 86% 






  EG93 1-265 237-666 
GATACACATACACCAACCCCAATC
















somo Locus E-value Identidade 








  EG98 151-757 1-169 GACGCCCCCTCCCAAAACC 0.0 Ind 
NW_003776158.1 
(Indeterminado) 1e-51 88% 
2 K1- 581 (F0) EG100 1-98 79-272 CAACCCCAATCGAACCCACC 1e-33 9 
NW_003763840.1 
(Indeterminado) 1e-89 98% 
  EG102 1-39 16-105 AACCATAATGTACGGGTGAGATGC 9e-10 1 
NW_003763482.1 
(Indeterminado) - 
684pb próx a 
protease serina 6 
transmembrana 
2e-25 92% 
  EG103 1-241 224-419 CCAACCCCAATCGAACCC 6e-71 9 
NW_003763840.1 
(Indeterminado) 2e-90 98% 














  EG107 1-130 120-295 CCATCGAACC 3e-53 2 
NW_003763680.1 
( Similar a proteína 
tirosina fosfatase 
mu semelhante a 
receptores) 
3e-73 97% 
  EG108 1-150 134-683 CCAACCCCAATCGAACC 9e-46 5 
NW_003763785.1 
(Indeterminado) 0.0 99% 
  EG112 1-264 242-437 CCAACCCCAATCGAACCCACCAT 4e-79 9 
NW_003763840.1 
(Indeterminado) 2e-91 98% 
  EG114 1-216 200-395 CCAACCCCAATCGAACC 1e-72 9 
NW_003763840.1 
(Indeterminado) 1e-91 98% 
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somo Locus E-value Identidade 
  EG115 1-283 269-351 GTACGGGTGAGATGC 5e-109 1 
NW_003763482.1 
(Indeterminado) - 
684pb próx a 
protease serina 6 
transmembrana 
7e-25 92% 







  EG127 1-265 249-244 CCAACCCCAATCGAACC 1e-41 9 
NW_003763840.1 
(Indeterminado) 2e-90 98% 
2 K1- 669 (F1) EG116 31-308 1-38 CCCCTCCC 2e-133 4 
NW_003763740.1 
(Indeterminado) 8e-05 89% 
  EG117 303-585 1-315 GACGCCCCCTCCC 1e-138 1 
NW_003763493.1 
(Indeterminado) 2e-143 96% 
  EG118 36-318 1-43 GACGGCCC 2e-05 27 
NW_003764296.1 
( Canal de cátion 









  EG120 278-533 1-277 GAACGCCCTCCCA 3e-97 12 
NW_003763892.1 
(Indeterminado) 7e-132 98% 
   835-927 522-846 GGGAGAAGAGTT 1e-32 6 
NW_003763812.1 
(Indeterminado) 1e-154 98% 
     GACGCCCCTCCC      
  EG121 43-318 1-45 TCC 7e-62 5 
NW_003763748.1 
(Indeterminado) 0.012 83% 
2 K1-618 EG215 1-179 173-431 GAGATGC 9e-50 5 NW_003763785.1 (Indeterminado) 9e-50 100% 











somo Locus E-value Identidade 













2 K1-844 EG177 264-554 1-277 GAACCCCCCTCCCA 2e-117 12 NW_003763892.1 (Indeterminado) 3e-134 99% 
  EG179 383-494 1-104 TATAATGTACGGGTGAGATGCA 7e-39 3 NW_001471673.2 0.0 98% 
  EG180 1-76 58-172 GCAGATAATGTACGGGTGA 3e-45 11 
NW_003763881.1 
(Preproproteína 
colagenase tipo IV 
72kDa) 
1e-23 92% 
2 K1-853 EG229 1-296 279-475 CCAACCCCAATCGAACCC 7e-134 9 NW_003763840.1 (Indeterminado) 7e-90 98% 






   271-347   3e-26     
2 K1-661 EG130 101-392 1-112 GAAGGCCCCTCC 8e-145 1 NW_003763482.1 (Indeterminado) 1e-47 98% 






  EG133 264-555 1-277 GAACGCCCCTCCCA 1e-143 12 
NW_003763892.1 
(Indeterminado) 3e-134 99% 
  EG134 265-556 1-286 GAAGCCCCCTCCCAAAACCACA 1e-144 2 
NW_003763673.1 
(Indeterminado) 8e-128 96% 






  EG136 362-653 1-369 GAAGCCCC 4e-145 4 
NW_003763739.1 
(Indeterminado) 0.0 99% 
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somo Locus E-value Identidade 
  EG193 52-343 1-59 GAAGGCCC 2e-138 5 
NW_003763785.1 
(Indeterminado) 3e-17 93% 
  EG194 175-463 1-180 GAACCC 9e-139 12 
NW_003763892.1 
(Indeterminado) 4e-87 100% 
2 k1-633 EG139 68-417 1-91 CACATAATGTACGGGGGAGATGCA 5e-09 15 NW_001471461.2 (Indeterminado) 2e-33 97% 
  EG140 235-526 1-253 GAACGCCCCTCCCAAAACC 1e-144 15 
NW_003763985.1 
(Indeterminado) 1e-119 98% 
  EG141 382-673 1-397 GAAGGCCCCTCCCAAA 1e-144 Z 
NW_003764323.1 
(Indeterminado) 0.0 97% 
  EG142 394-690 1-414 TTTGCGAAGGCCCCTCCCAAA 2e-143 11 
NW_003763865.1 
(Indeterminado) 0.0 98% 
  EG143 268-559 1-285 GACCCCCCCTCCCAAAAC 1e-143 2 
NW_003763664.1 
(Indeterminado) 6e-136 98% 
  EG144 382-673 1-397 GAAGGCCCCTCCCAAA 3e-140 Z 
NW_003764324.1 
(Indeterminado) 0.0 96% 






  EG148 404-695 1-421 GAACGCCCCTCCCAAAAC 2e-143 1 
NW_003763449.1 
(Indeterminado) 0.0 95% 
  EG195 156-447 1-164 GACGGCCCC 9e-145 1 
NW_003763484.1 
(Indeterminado) 4e-74 98% 
  EG196 264-555 1-277 GAAGGCCCCTCCCA 3e-139 12 
NW_003763892.1 
(Indeterminado) 2e-135 99% 



















  EG173 68-250 1-93 
CACATAATGTACGGGTGAGATGCA
TG 2e-80 15 
NW_001471461.2 
(Indeterminado) 1e-33 96% 
! 114 




somo Locus E-value Identidade 
  EG175 256-465 1-289 
TAGCACAATCCGACCCCCCCTCCC
AAAAC 4e-80 2 
NW_003763664.1 
(Indeterminado) 9e-133 98% 
  EG176 1-100 93-344 GAGATGCT 1e-34 20 
NW_003764128.1 
(Indeterminado) 3e-119 98% 
2 k1-654 EG149 185-476 1-197 GACGCCCCCTCCC 5e-142 2 NW_003763668.1 (Proteína PTHB1) 2e-89 97% 
  EG152 49-385 1-97 
GAACCTCCCCTGGCACAACTTCAA
CCATCACCTCTCCTTCTGTTGCTG 2e-122 Z 
NW_003764322.1 
(Indeterminado) 2e-32 93% 
  EG153 185-474 1-197 GACGCCCCCTCCC 1e-142 2 
NW_003763668.1 
(Proteína PTHB1) 1e-86 96% 
2 k1-672 EG156 1-109 76-281 CACCAACCCCAATCGAACCGTTTTCTCCCCTAAA 7e-30 Ind 
NW_003779328.1 
(Indeterminado) 2e-93 97% 










  EG160 629-827 1-641 GAAGCCCCCTCCC 4e-77 13 
NW_003763913.1 
(Carreador de 
soluto família 25 
membro 48) 
0.0 97% 
  EG161 427-675 1-533 ATAATG 3e-39 9 
NW_001471743.2 
(Indeterminado) 0.0 99% 








  EG199 1-42 33-276 GAGATGCATA 3e-09 2 
NW_003763661.1 
(Indeterminado) 1e-116 98% 







  EG244 1-133 117-667 CCAACCCCAATCGAACC 5e-49 5 
NW_003763785.1 
(Indeterminado) 0.0 99% 
! 115 




somo Locus E-value Identidade 







  EG253 1-132 112-307 CCAACCCCAATCGAACCCACC 3e-35 9 
NW_003763840.1 
(Indeterminado) 1e-90 98% 
  EG254 1-150 139-673 GGGTGAGATGCA 4e-60 2 
NW_003763693.1 
(Proteína tirosina 
fosfatase tipo IVA 
3 isoforma 1) 
2e-114 99% 
2 K1-759 EG182 185-314 1-197 GACGCCCCCTCCC 1e-51 2 NW_003763668.1 (Proteína PTHB1) 2e-89 97% 





  EG186 121-425 1-123 AAC 4e-67 Z 
NW_003764319.1 
(Indeterminado) 3e-06 71% 














3 k1-308 EG257 1-187 180-224 TGAGATGC 6e-74 1 NW_003763650.1 (Indeterminado) 8e-09 91% 
  EG260 1-279 262-480 CCAACCCCAATCGAACCA 2e-108 2 
NW_003763686.1 
(Indeterminado) 7e-90 93% 
  EG263 1-543 525-728 CACCAACCCCAATCGAACC 2e-75 Ind 
NW_003779328.1 
(Indeterminado) 1e-83 94% 












somo Locus E-value Identidade 














3 k1-690 EG276 1-280 272-386 TGAGATGCA 9e-77 1 NW_003763584.1 (Indeterminado) 2e-44 97% 
  EG277 1-333 325-431 TGAGATGCA 3e-76 1 
NW_003763584.1 
(Indeterminado) 1e-45 98% 
  EG278 1-217 220-744  4e-70 5 
NW_003763785.1(
Indeterminado) 0.0 98% 
  EG279 1-588 573-655 GTACGGGTGAGATGC 6e-124 1 
NW_003763482.1 
(Indeterminado) - 
684pb próx a 
protease serina 6 
transmembrana 
2e-23 90% 
  EG283 156-522 1-162 GAAGGCC 3e-83 1 
NW_003763484.1 
(Indeterminado) 3e-20 92% 
3 K1-765 EG285 1-150 142-248 TGAGATGC 8e-54 1 NW_003763584.1 (Indeterminado) 4e-45 98% 
  EG286 1-90 72-627 CCAACCCCAATCGAACCAA 2e-29 5 
NW_003763785.1 
(Indeterminado) 0.0 93% 
  EG289 98-152 1-106 TGCATCTCA 2e-15 1 
NW_003763584.1 
(Indeterminado) 4e-42 95% 
  EG291 1-105 88-283 CCAACCCCAATCGAACCC 1e-39 9 
NW_003763840.1 
(Indeterminado) 1e-91 98% 
  EG292 1-219 202-436 
ACTCACTTCTCACTTCCTCCCTTCC






   437-550 537-593 TCTCACTTNCTCCC 2e-10 15 
NW_001471461.2 
(citospina-A) 6e-09 93% 
! 117 




somo Locus E-value Identidade 
  EG294 1-80 81-170 CCCTCCC 8e-27 Z 
NW_003764324.1 
(Indeterminado) 0.26 70% 
   164-379 380-501 CCCTCCC 1e-80 Z 
NW_003764324.1 
(Indeterminado) 1e-05 71% 
   495-564        
3 K1- 880 EG295 1-285 263-340 CCTACACCAACCCCAATCGAACC 3e-137 20 NW_003764128.1 (Indeterminado) 7e-25 94% 
  EG298 1-150 135-212 CAACCCCAATCGAACC 5e-43 20 
NW_003764128.1 
(Indeterminado) 5e-24 92% 
  EG299 304-610 1-317 GAACGCCCCTCCCA 4e-06 20 
NW_003764127.1 
(Indeterminado) 5e-157 99% 
  EG300 252-381 1-265 GAAGCCCCCTCCCA 6e-47 12 
NW_003763892.1 
(Indeterminado) 2e-127 98% 
  EG301 1-290 285-456 ATAATG 3e-46 1 
NW_003763650.1 
(Indeterminado) 5e-142 99% 



























IX. ANEXO II 
 
 
Tabela A2. Sequências de DNA de Gallus gallus com integração de minicírculo de kDNA de T. cruzi no locus NADPME 
 




somo Locus E-value 
Identida
de 























































1 K1-884 (F2) ENG 22 1-226 205-709 ATACACCAACCCCAATCGAACC 2e-100 1 
NW_003763650.1 (Enzima 
málica NADP-dependente, 0.0 97% 
! 119 
mitocondrial) 








































X. ANEXO III 
 
Tabela A3. Sequências de DNA de Gallus gallus com integração de minicírculo de kDNA de T. cruzi no locus Distrofina 




somo Locus E-value 
Identida
de 
1 K1-527(F0) EDG 21 1-99 76-291 ACCAACCCCAATCGAACC 4e-31 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 6e-101 98% 
  EDG 24 1-263 246-461 ACCAACCCCAATCGAACC 9e-11 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 3e-100 98% 
1 K1-224(F1) EDG 43 1-94 77-292 ACCAACCCCAATCGAACC 4e-34 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 2e-99 98% 
  EDG 44 1-466 249-664 ACCAACCCCAATCGAACC 4e-146 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 1e-100 98% 
  EDG 45 1-170 133-368 
ACCAACCCCAATCGAACTACACCAA
CCCCAATCGAACC 5e-27 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 6e-102 99% 
  EDG 47 1-264 246-461 ACCAACCCCAATCGAACC 1e-125 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 8e-102 99% 
1 K1-202 (F1) EDG 32 1-773 755-970 ACCAACCCCAATCGAACC 0.0 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 1e-96 97% 
1 K1-603 (F2) EDG 68 1-93 76-291 ACCAACCCCAATCGAACC 5e-32 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 1e-96 99% 
1 K1-884 (F2) EDG 77 1-167 150-365 ACCAACCCCAATCGAACC 4e-47 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 3e-100 98% 
  EDG 78 1-75 51-274 GGAGATGCACAACCCCAATCGAACC 2e-19 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 4e-102 99% 
1 K1-638 (F2) EDG 74 1-151 134-349 ACCAACCCCAATCGAACC 8e-50 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 1e-98 97% 
  EDG 75 1-265 248-463 ACCAACCCCAATCGAACC 1e-99 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 3e-100 98% 
  EDG 76 1-169 152-367 ACCAACCCCAATCGAACC 1e-48 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 5e-97 97% 
1 K1-636(F2) EDG 9 1-486 467-683 ACACCAACCCCAATCGAACC 2e-27 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 6e-99 98% 
  EDG 11 1-317 300-515 ACCAACCCCAATCGAACC 7e-57 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 5e-99 98% 
1 K1- 652 (F2) EDG 4 1-209 192-406 ACCAACCCCAATCGAACC 7e-49 1 
NW_001471534.2 
(Distrofina) 4e-99 98% 
 
 
